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RESUMEN

Caracterizacion molecular y de aceites de variedades
de albahaca (Ocimum basilicum L.)

La albahaca (Ocimum basilicum L) es una hierba aromatica originaria de la India,
actualmente utilizada a nivel mundial en fresco, en seco o procesada en el ambito
alimenticio, medicinal e industrial; en México, la mayor parte del cultivo es con fines
de exportacion, sin embargo, aun falta puntualizar la informacion de las densidades
idoneas para la produccion intensiva de albahaca, asi como la diversificacion de
informacion en el perfil quimico de aceites esenciales y la variabilidad genética, ya
que estudios previos muestran notables diferencias debido a la complejidad
taxondémica que presenta el género Ocimum; con la presente investigacion se
pretende aportar informacién respecto a la tecnologia de produccion de 14
cultivares, asi como determinar la variabilidad genética existente entre 16
variedades y los componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial, para lo
cual se realizaron en tres experimentos en albahaca bajo invernadero con sistema
hidroponico. En la primera fase se realiz6 un analisis de crecimiento con 3
muestreos en diferentes fases fenoldgicas aunado con una evaluacion el
rendimiento de 14 variedades de albahaca cultivadas en diferentes densidades de
plantacion (9, 12 y 15 plantas-m?) en el que se evaluaron el nimero de brotes
cosechados por planta y peso fresco de los brotes; por medio de un analisis de
varianza se determiné efecto significativo entre densidad y variedad; los cultivares
gue mejor se adaptaron a las condiciones de la region fueron Lettuce, Licorice, Lime,
Blue Spicy y Spice Globe. Durante la segunda fase se realiz6 la extraccion de aceite
esencial de 16 variedades de albahaca por medio del método de hidrodestilacion y
se determind el perfil qguimico a través del cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometriade masas; se detectaron 42 componentes en total y los compuestos
presentes en mayor cantidad (%) fueron: acetato de alfa-fenquilo (38.5), acetato de
fenquilo (35.7-47), antranilato de linalilo (31.5-55.6), 4-(2,3-dimetil-2-ciclopenten-1-
il)-4-metilpentanal (29.7), anetol (32-48), formiato de linalilo (36.6-52.1), ocimeno
(10.3-30) y estragol (31-35.6). En la tercera fase se analizé la variabilidad genética
de 16 variedades por medio de 19 iniciadores de tipo ISSR; se obtuvieron 181
bandas con 96.13 % de polimorfismo; los perfiles moleculares obtenidos fueron
codificados binariamente y se calculd la distancia genética de Jaccard (1 — S) entre
pares de variedades. Se llevé a cabo un analisis de agrupamiento con el método de
varianza minima de Ward y se construy6 un dendrograma en el que se conformaron
tres grupos con lo que se demostré que los marcadores ISSR fueron herramientas
Utiles para estimar la variabilidad genética entre variedades.

Palabras clave: Ocimum sp, rendimiento, analisis de crecimiento, aceite esencial,
variabilidad genética.
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ABSTRACT

Molecular and oil characterization of basil
varieties (Ocimum basilicum L.).

Basil (Ocimum basilicum L.) is an aromatic herb native to India, currently, used
worldwide in fresh, dried, or processed forms of food, medicinal and industrial
purposes. In Mexico, most of the harvest is exported, however, there is still a lack of
information on the ideal densities for intensive basil production, as well as the
diversification of information on the chemical profile of essential oils and genetic
variability, since previous studies show marked differences due to the taxonomic
complexity of the genus Ocimum. The present research aims to provide information
on the production of 14 cultivars, as well as to determine the genetic variability
existing among 16 varieties and the majority of chemical components of the essential
oil, which was carried out in three experimental phases based on the cultivation of
basil under greenhouse with a hydroponic system. In the first phase, a growth
analysis was carried out with 3 samplings in different phenological phases together
with an evaluation of the yield of 14 basil varieties cultivated in different planting
densities (9, 12 and 15 plants-m?) in which the number of shoots harvested per plant
and fresh weight of the shoots were evaluated, by means of an analysis of variance
it was determined that there was a significant effect between density and variety.
The cultivars that best adapted to the region’s conditions were Lettuce, Licorice,
Lime, Blue Spicy and Spice Globe. During the second phase, the essential oil of 16
basil varieties was extracted by the hydrodistillation method and the chemical profile
was determined by gas chromatograph coupled to mass spectrometry; a total of 42
components were detected and the compounds present in the highest quantity (%)
were: alpha-phenyl acetate (38. 5), phenyl acetate (35.7-47), linalyl anthranilate
(31.5-55.6), 4-(2,3-dimethyl-2-cyclopenten-1-yl)-4-methylpentanal (29.7), anethole
(32-48), linalyl formate (36.6-52.1), ocimene (10.3-30) and estragole (31-35.6).
During the third experiment, the genetic variability of 16 basil varieties was analyzed
by means of 19 ISSR type primers, 181 bands with 96.13 % polymorphism were
obtained; the molecular profiles obtained were binary coded and the Jaccard genetic
distance (1 - S) between pairs of varieties was calculated. A clustering analysis was
carried out with Ward's minimum variance method and a dendrogram was
constructed in which three groups were formed, demonstrating that ISSR markers
were useful tools for estimating genetic variability between varieties.

Key words: Ocimum sp, yield, growth analysis, essential oil, genetic variability.
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1 INTRODUCCION GENERAL

La albahaca es una planta aromatica utilizada a nivel mundial tanto en la actividad
culinaria como en la industria. En los ultimos afios se ha creado un nicho de mercado
importante para este producto. Su demanda ha aumentado porque sus propiedades
son muy Utiles utilizando la planta en fresco, seco o procesada.

La presente investigacion comprende diversos experimentos cada uno con
variables especificas, y aunque parecieran pertenecer a campos tematicos
diferentes, la realidad es que podrian llegar relacionarse y resultar en una influencia
significativa de aporte de informacién para futuras investigaciones.

Desde el punto de vista econdémico, la siembra y comercializacion de albahaca en
México es una actividad agricola de alta rentabilidad, para productores y
transformadores, tanto en sistemas controlados como a cielo abierto. Con base a lo
anterior, se llevo a cabo una evaluacion de rendimiento de 14 variedades de
albahaca con tres densidades de plantacion; durante el ciclo de produccion se hizo
un analisis de crecimiento con la finalidad de generar informacion acerca del
desarrollo fisiol6gico de cada variedad en la region de Texcoco.

Con la produccion de albahaca bajo invernadero, se desarroll6 un segundo
experimento que consistid en la extraccion de aceite esencial por el método de
hidrodestilacion, con el objetivo de determinar el rendimiento y el perfil quimico de
16 variedades, Desde tiempos antiguos el aceite esencial de albahaca ha
incursionado en diferentes ambitos por sus diversas propiedades, lo cual ha
desarrollado un campo muy amplio de investigaciones respecto a la composicion
guimica y la utilidad de los compuestos, introduciéndose en el &mbito alimenticio,
agricola (pesticida), terapéutico, cosmético, farmacéutico, medicinal, entre otros.
En la tercera fase se llevo a cabo una caracterizacion molecular de cada accesion
con la finalidad de analizar y determinar la variabilidad genética, ya que, con el paso
del tiempo, la albahaca, como todas las plantas, en su estado natural tienen una
dindmica evolutiva y estan continuamente produciendo variabilidad. Tanto la
variabilidad visible como la no-visible han sido usadas por el hombre para identificar,

estudiar y utilizar las especies vegetales (Franco & Hidalgo, 2003). Esto quiere decir



que hay una variabilidad que se puede detectar a simple vista y otra que, aunque
no es visible facilmente, también existe en la especie pero que requiere de técnicas
especiales para ser detectada. Una de las técnicas mas usadas consiste en la
ampliacién de fragmentos de ADN para detectar diferencias en plantas de la misma
especie y conocer a detalle la relacion (estrecha o distante) entre variedades lo cual
podria revelar informacion valiosa al momento de cultivar tales accesiones y

determinar el grado de adaptabilidad, calidad y rendimiento del producto.

En México se cultivan pocas variedades de albahaca con fines comerciales o de
exportacion. La finalidad de esta investigacion es diversificar la informacién del
cultivo de albahaca en el ambito de produccién, variabilidad genética e
industrializacion para dar a conocer el potencial que tiene este cultivo en la region

del Valle de México.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen

La historia y difusion de la albahaca se caracteriza por diferentes usos en diferentes
culturas, no solo como alimento sino también como planta curativa (De Innocentis,
2022). Esta hierba versatil con un aroma intenso e innumerables usos en la cocina
comenzo a cultivarse hace unos 5000 afios en el sudeste asiatico, y en particular
en la India y Asia tropical, aunque algunas pruebas escritas del 807 D.C. sugieren
gue la albahaca dulce, en ese momento, ya se usaba en la regién china de Hunan
(De Innocentis, 2022). Se ha cultivado desde hace siglos por sus cualidades de
sabor y propiedades terapéuticas, se usan las hojas frescas o secas, al igual que

sus aceites esenciales y semillas (Kopsell et al., 2005).

2.2 Taxonomia y Morfologia

Segun la clasificacién de angiospermas (Cuadro 1) propuesta por el sistema APG Il

en el 2009 (Cole & Hilger, 2010), la albahaca se clasifica de la siguiente manera:

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica de la alahaca (Ocimum basilicum L.)

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Tribu Ocimeae
Género Ocimum
Especie Ocimum basilicum

La albahaca es una planta herbacea, rastica, anual (o arbusto vivaz en climas
célidos), de tallo erecto cuadrangular, ramificado, de 30 a 90 cm de altura, que
exhala un suave olor a clavo o a limon; hojas opuestas de 3 a 5 cm, largamente
pecioladas, ovales, enteras o ligeramente dentadas, glabras, provistas en su envés

de pequefas glandulas; flores blancas o rosadas, tubulosas en racimos
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espiciformes, de 6 flores cada uno; fruto en tetraquenio, con semillas pequefias

oblongas. Es una especie muy aromatica y melifera (Fernandez, 2001).

2.3 Especies y variedades

Existen mas de 160 especies del género Ocimum y numerosas razas y variedades
de Ocimum basilicum L. muy diferentes entre ellas, tanto desde el punto de vista
guimico como morfolégico (Fernandez, 2003); ademas, su taxonomia se complica
por la existencia de numerosas variedades botanicas, nombres de cultivares y
guimiotipos dentro de las especies que pueden no diferir significativamente en
morfologia (Simon et al., 1990).

La mayoria de los cultivares comerciales de albahaca disponibles en el mercado
pertenecen a la especie O. basilicum. Darrah (1980) los clasificd en siete tipos: (1)
tipos altos y delgados, que incluyen el grupo de la albahaca dulce; (2) tipos robustos
de hojas grandes, incluida la “Hoja de lechuga”, también llamada albahaca “Italiana”;
(3) tipos enanos, que son de hojas cortas y pequefias, como la albahaca “Bush”; (4)
tipos compactos, tales como, O. basilicum var. thyrsiflora, comdnmente llamada
albahaca “Tailandesa”; (5) purpurascens, los tipos de albahaca de color purpura con
sabor tradicional a albahaca dulce; (6) tipos purpuras como ‘Dark Opal’, un posible
hibrido entre O. basilicum y O. forskolei, que tiene hojas lobuladas, con un aroma
dulce a albahaca mas clavo; y (7) tipos de citriodorum, que incluye albahacas con

sabor a limén.

2.4 Ecofisiologia

Altitud: Altitud: EIl cultivo de albahaca se puede establecer en un rango altitudinal
entre 0 y 2.600 msnm, sin embargo, esta especie también puede desarrollarse bajo

ambientes modificados como los invernaderos (Bonilla y Guerrero, 2010).

Clima: La albahaca es una especie de clima templado y templado-calido crece bien
entre 15 y 25 °C y a media sombra; no resiste temperaturas inferiores a -2 °C
(Mufioz, 2002). La temperatura entre 24-30 °C durante el dia y 16-20 °C durante la

noche, combinadas con una longitud del dia de 16 horas, inducen una alta tasa de



desarrollo; temperaturas mayores a 30 °C causan estrés y marchitamiento
(Moncayo, 2015).

Humedad relativa (HR): la planta de albahaca requiere una HR de 60 a 70 % (CCl,
2007). Necesita agua abundante pero su exceso es contraproducente por disminuir

el aromay la calidad de esencia (Fernandez, 2001).

2.5 Multiplicacidn

La multiplicacion se hace por semilla o esqueje (Caceres, 1996). El peso medio de
1000 semillas es aproximadamente 1,40 g. Su poder germinativo es de un 85 %, en
laboratorio, durante 15 dias y a una temperatura de 20 a 25 °C. Se trasplantan a
mano o con maquina de trasplantar cuando tienen 6 hojas o 10 cm. Se siembran
1,25 g en 125 m?para tener plantas suficientes para plantar 1 ha (Mufioz, 2002).
Otra opcién seria hacer siembra directa con sembradora de precision y
posteriormente raleo (Fernandez, 2003).

Las densidades de siembra mas utilizadas son 50,000, 60,000 y 100,000 plantas
por hectarea en camas de 0.80 m a dos hileras por cama (Forero, 2010).
Generalmente se siembra a doble hilera con un distanciamiento entre plantas de 30
cmy con un distanciamiento entre hileras de 15 a 20 cm (Davis, 2012), sin embargo,
la densidad de siembra es dependiente sobre el uso final, asimismo se recomienda
60 cm entre hileras de separado y 15 cm de espacio entre plantas en cada hilera.
Las variaciones grandes en el crecimiento y la produccién pueden ocurrir debido a

las condiciones del clima, tipo de planta y las practicas culturales (Simon, 1993).

2.6 Fenologia

De acuerdo con Jerez & Barroso (2002), las fases de desarrollo durante el ciclo de

cultivo de albahaca son las siguientes:

Germinacién: emergencia a la superficie del suelo: dias transcurridos hasta que el

70 % de las plantulas emergieron sobre la superficie del suelo.

Emision del primer par de hojas verdaderas: dias transcurridos hasta que el 70 %

de las plantas emitieron el primer par de hojas verdaderas.



Emision del primer par de ramas en las yemas axilares: dias transcurridos hasta

gue el 70 % de las plantas emitieron el primer par de ramas.

Aparicion de la inflorescencia en el tallo central: dias transcurridos hasta que el 70

% de las plantas emitieron la inflorescencia en el tallo central.

Aparicién de la inflorescencia en el primer par de ramas laterales: dias transcurridos
hasta que el 70 % de las plantas emitieron la inflorescencia en el primer par de

ramas laterales.

Senescencia del primer par de hojas: dias transcurridos hasta que el 70 % de las

plantas mostraron su primer par de hojas verdaderas con clorosis.

2.7 Plagas y enfermedades

El cultivo de albahaca se puede ver afectado por diferentes plagas de insectos, los
cuales se presentan dependiendo de la época en que se haya realizado la siembra
y del medio ambiente, asi como de cambios climaticos y corrientes de aire, ya que
los insectos son arrastrados por el viento (Brisefio et al., 2013). Los mas frecuentes

son:

e Minador de la hoja (Liriomyza spp)

e Gusano soldado (Spodoptera exigua)

e Trips (Frankliniella occidentallis)

e Mosquita blanca (Bemicia tabaci)

e Pulgones (Mizus persicae)
Las enfermedades més comunes reportadas en el cultivo de albahaca son las
manchas foliares (Alternaria alternata, Colletotrichum spp. y Cercospora spp.),
moho gris (Botrytis cinerea), muerte vascular (Fusarium oxysporum), pudricién
basal (Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y microdochium tabacinum) y
damping off (Pythium ultimum), (Garibaldi et al., 2011). Sin embargo, recientemente
en diferentes paises, ha surgido la presencia del Omicete P. belbahrii cominmente
conocido como mildiu velloso, y en la actualidad es considerado uno de los

patdgenos mas destructivos en este cultivo a nivel mundial (Koroch et al., 2013).



Dentro de los patégenos que dafian a las plantas, las enfermedades causadas por
hongos, es uno de los problemas méas comunes, al causar tizones en las hojas,
defoliacion, muerte de meristemos, lesiones de tallo y algunas veces la pérdida

completa de la planta (Cabrera et al., 2010).

2.8 Cosecha

Generalmente la albahaca es cosechada por sus hojas que son vendidas frescas o
secas. Si la albahaca es utilizada para consumo fresco lo que se cosecha son los
primeros 4 grupos de hojas verdaderas. Sin embargo, si la cosecha es utilizada para
la extraccién de aceites la cosecha se realiza justo antes de que aparezcan los
primeros botones florales (Kintzios & Makri, 2007). La altura de corte debe oscilar
entre de 10 a 15 cm sobre la superficie del suelo, debe dejarse parte del area foliar

para garantizar el rebrote de las ramas (Escandon et al., 2012).

2.9 Usos y propiedades

La albahaca tiene propiedades aromaticas y medicinales, de ahi su uso culinario,
cosmético y medicinal, propiedades que han sido atribuidas popularmente y
confirmadas farmacolégicamente (Bonilla & Guerrero, 2010). También se extrae
aceite esencial con propiedades estimulantes, antiespasmadicas, digestivas,
carminativas y antitusigenas (Ceroni, 2010), asi como antifungicas, antibacterianas

y repele insectos (Sinha & Gulati, 1991)

Es una de las hierbas mas populares usada fresca o seca para condimentar y
aromatizar comidas, especialmente combinada en platos a base de tomates, salsas,

pesto, etc. (Fernandez, 2003).

2.10 Sistemas hidropdénicos

La hidroponia es una herramienta que permite el cultivo de plantas sin suelo; es un
sistema aislado del suelo, utilizado para cultivar plantas cuyo crecimiento es posible
gracias al suministro adecuado de los requerimientos hidrico-nutricionales, a traves
del agua y solucion nutritiva (Beltrano & Giménez, 2015). Como solucién nutritiva

se entiende al agua con oxigeno y diversos nutrientes esenciales para las plantas,



disueltos en una forma inorganica completamente disociada, y formas organicas
disueltas procedentes de los microelementos quelatados, lo cual se complementa
con los elementos que las plantas toman del ambiente a través del proceso
fotosintético (C, H y O, principalmente) que les permite completar su ciclo de vida
(Salas, 2008).

La hidroponia es considerada como un sistema de produccion agricola que tiene
importancia dentro de los contextos ecoldgico, econémico y social (Sanchez del
Castillo & Escalante, 1988); esta importancia se basa en la flexibilidad del sistema.
El desarrollo actual de la técnica de los cultivos hidropdnicos esta basado en la
utilizacibn de minimo espacio, minimo consumo de agua y maxima produccion y
calidad (Beltranoy Giménez, 2015). Los sistemas hidroponicos permiten un perfecto
control de la fertirrigacion con un ahorro importante de agua y fertilizantes, pudiendo
disminuir el gasto hasta en un 50 %. A la vez disminuyen las emisiones de

elementos contaminantes al medio ambiente (Salas, 2008).

2.10.1 Ventajas y desventajas de la hidroponia

Desde el punto de vista del consumo energético, el cultivo hidropénico utiliza una
ruta de mayor eficiencia porque integra los nutrientes de manera directa y rapida; al
respecto, el resultado del crecimiento de una planta en un cultivo hidroponico es
mas rapido que en un cultivo tradicional, cuyo soporte es el suelo, por ello, la planta
“hidropdnica” utiliza poca energia para absorber los nutrientes (Greentrees, 2009).
Por consiguiente, las ventajas de la practica hidropdnica se expresan a continuacion
(Beltrano & Giménez, 2015):

Cultivos libres de contaminacion.

Permite producir cosechas en contra estacion.

Ahorro de fertilizantes e insecticidas.

Se evita la maquinaria agricola (tractores, rastras, etcétera).
Mejor y mayor calidad del producto.

Altos rendimientos por unidad de superficie.

Aceleramiento en el proceso de cultivo.

Ahorro en el consumo del agua.



Productos libres de quimicos no nutrientes.
En contraparte y como la principal desventaja de los sistemas hidropénicos, el
establecimiento de un cultivo sin suelo supone un mayor costo de produccion, tanto
por los elementos de riego como por la adquisicion de contenedores y sustratos
(Baixauli & Aguilar, 2002).

2.11 Aspectos agronomicos de la densidad de siembra

La densidad de siembra se define como el nimero de plantas por unidad de area
de terreno y tiene un marcado efecto sobre la produccion del cultivo (Arcila et al.,
2007).

Entre los factores mas importantes que determinan la densidad de siembra 6ptima
para un cultivo se encuentran: la longitud del periodo de crecimiento, las
caracteristicas de la planta, el nivel de recursos disponible para el crecimiento y el

arreglo espacial (Willey, 1994).

La densidad de siembra es una de las decisiones mas complejas para los
agricultores porque implica ademas calcular la cantidad de semilla que se va a
comprar. Por esta razon, es necesario identificar la densidad Optima, cuando la
cantidad de plantas permite su pleno desarrollo y, consecuentemente, un alto
rendimiento (Hub, 2021).

2.12 Variabilidad en rendimiento

Quintero y Antonio (2007) definen el rendimiento como la relacion de la produccion
total de un cierto cultivo cosechado por hectarea de terreno utilizada, que se mide
usualmente en toneladas métricas por hectarea. El rendimiento que puede aportar
un cultivo depende de sus caracteristicas genéticas de productividad potencial,

rusticidad y de las condiciones ambientales (Quintero & Antonio, 2007).

Otros aspectos que se deben considerar son: la densidad de poblacion, el grado de
infestacion por malas hierbas, el ataque de plagas y enfermedades ya que son
aspectos de las relaciones biéticas que influyen en el rendimiento de los cultivos
(Quintero & Antonio, 2007).


https://www.ecured.cu/Cultivo
https://www.ecured.cu/index.php?title=Densidad_de_poblaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1

Una de las estrategias que se tienen para optimizar el uso de los recursos
ambientales (luz, humedad, suelo y nutrimentos), contribuir a contrarrestar el
problema de la sensibilidad de las plantas al fotoperiodo e incrementar el
rendimiento del cultivo, es el empleo de un adecuado distanciamiento entre surcos

y densidad de poblacion de plantas (Seiter et al., 2004).

2.13 Analisis de crecimiento

El crecimiento de una planta se ha definidocomo el incremento irreversible en el
tamafo del organismo y no es mas que la resultante de la interaccion de mdultiples
procesos fisioldgicos y bioquimicos, tales como: la absorcion de agua y nutrientes,
la asimilacion del carbono, la distribucién a diferentes érganos de la planta del
material sintetizado, definidos en dltima instancia por el balance de reguladores del
crecimiento que presenta el vegetal y la dotacion de genes que caracteriza a un

organismo (Gémez et al., 1999).

Por otra parte, Hunt (2003) define que el crecimiento es una aproximacion holistica,
explicativa e integral, para comprender la forma y las funciones de los vegetales.

El andlisis del crecimiento es una aproximacion cuantitativa para entender el
crecimiento de una planta o de una poblacibn de plantas bajo condiciones
ambientales naturales o controladas (Clavijo, 1989). Para determinarlo pueden
medirse los cambios en volumen, pero debido a las dificultades préacticas que
genera este tipo de mediciones, suelen determinarse variables relacionadas, tales
como la acumulacion de peso, las variaciones en altura o didmetro, o los cambios

en el area foliar (Di Benedetto & Tognetti, 2016).

Estas diferencias en la produccion de biomasa fresca son un reflejo de diferentes
estrategias fisiolégicas de adaptacion al ambiente por cada cultivar. La adaptacion
de las plantas a los cambios ambientales requiere respuestas con ajustes
fisiolégicos que pueden variar debido a informacion intrinseca o extrinseca de las
plantas; las primeras incluyen aspectos genéticos que pueden ser inducidos o
constitutivos (Albrizio & Steduto, 2005) y Is segundas incluyen adaptaciones
morfolégicas que se refieren a la variacion en las dimensiones en los 6rganos de la

planta. En este sentido las plantas que pertenecen a la misma especie y género
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pueden desarrollar diferentes mecanismos fisiolégicos y morfolégicos que le
permitan una produccién exitosa bajo diferentes condiciones ambientales
(Phakamas et al., 2010).

2.14 Importancia del andlisis de crecimiento

Los estudios detallados del crecimiento de las plantas o partes de ellas son de
utilidad pues permiten cuantificar diferentes aspectos de este: la duracién del ciclo;
la definicion de las etapas de desarrollo; y la distribucion de los fotoasimilados por
organos (Azofeifa, 2004). Ademas, los andlisis de crecimiento son basicos para
comprender mejor los procesos fisioldgicos que determinan la produccién vegetal,
y asi fundamentar mas racionalmente las practicas de manejo del cultivo: nutricion,
riego, podas, estrategias de proteccidon, entre otras (Azofeifa, 2004). Aunque la
respuesta de las plantas a una determinada condiciéon ambiental puede desarrollar
mecanismos diferentes aun perteneciendo al mismo género y especie (Challinor et
al., 2007).

2.15 Relaciéon fuente demanda

Los conceptos de fuente demanda son aplicados en un sentido morfoldgico, referido
a organos y tejidos particulares de la planta (Mendoza, 1993) por ello es posible
definir a la fuente y a la demanda desde el punto de vista metabdlico, ya que en la
fuente se producen asimilados por el metabolismo y removilizacion de materiales
almacenados, mientras que la demanda importa dichos asimilados y los utiliza en
procesos respiratorios y de crecimiento. La fuente corresponde a los 6rganos de
suministro y la demanda a los 6rganos de recepcion. Las demandas incluyen todas

las partes en crecimiento (Charles et al., 1986).

Los asimilados o asimilatos (glucidos, proteinas, lipidos y carbohidratos) producidos
por la fotosintesis en los 6rganos “fuente” (principalmente las hojas), pueden ser
almacenados o distribuidos via floema entre los diferentes érganos “sumideros” de
una planta. Entonces, para lograr un rapido crecimiento inicial de las plantas
joévenes, es importante incrementar substancialmente la superficie foliar en esta

fase, debido a que gran parte de la radiacién solar incidente no es interceptada, por
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lo tanto, en esta fase, muchos asimilados deben ser destinados a la formacién de
las hojas (Baker et al., 1995).

La distribuciéon de materia seca entre los diferentes 6rganos de una planta es el
resultado final de un conjunto ordenado de procesos metabdlicos y de transporte
gue gobiernan el flujo de asimilados a través de un sistema fuente/sumidero
(Patrick, 1988); las actividades involucradas en este proceso no son estaticas y
pueden cambiar diariamente y a lo largo del periodo de desarrollo de la planta
(Patrick, 1988).

2.16 Métodos de analisis de crecimiento
Hay dos metodologias para efectuar el analisis de crecimiento:

1. Andlisis tradicional o clasico que involucra la toma de datos en funcién del
tiempo (cada 1-2 semanas) en un amplio nimero de muestras (Gardner, et
al., 1985). Este tipo de andlisis es particularmente apropiado para plantas
gue se encuentran en una fase exponencial de crecimiento, por lo que es
muy usado en estudios ecoldgicos, en los que se evalla la competencia
temprana entre plantas (Tei et al., 1996).

2. Analisis funcional o dindmico comprende medidas a intervalos de tiempo mas
frecuentes con un pequefio numero de plantas y usa el método de regresion
(Hunt, 1978).

2.17 Medidas directas y derivadas

El analisis matemético del crecimiento usa medidas directas, tales como Peso Seco
(PS), Area Foliar Total (AF) y Tiempo (T), mientras que las medidas derivadas: Tasa
Relativa de Crecimiento (TRC), Tasa de Asimilacion Neta (TAN), Tasa de
Crecimiento del Cultivo (TCC), indice de Area Foliar (IAF), entre otras, son
calculadas a partir de la relacion que se establece entre las medidas directas
(Tekalign & Hammes, 2005).

Hunt (1990) define la tasa de crecimiento relativo (TCR), como el incremento del
material vegetal por unidad de biomasa y por unidad de tiempo, se expresaen g g

L dia?y representa la eficiencia de la planta como productora de nuevo material.
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Férmula :
TRC = (In M2/M1) / (t2-t1)

Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC): Hunt (1990) menciona que la tasa absoluta
de crecimiento (TAC), que se define como el incremento del material vegetal por
unidad de tiempo, y se expresa en g dia™.

Formula :
TAC = (M2 = M1) / (12 —t1)

Tasa de Asimilacién Neta (TAN): Se define como el incremento del material
vegetal por unidad del sistema asimilativo y por unidad de tiempo, que se expresa
en g m? dia?, este indice es una medida del balance entre la actividad fotosintética

y la respiratoria de la planta (Hunt, 1990).

Formula:

TAN = [(M2 - M1) / (t2 —t1)] / [(In AF2 — In AF1) / (AF2 —AF1)] g m2 dia-1

indice de area foliar (IAF): Corresponde al area foliar de la planta sobre el area foliar
del suelo que ocupa (Hunt, 1990)

Formula:

IAF = [(AF2 + AF1)/2] / (1/As)

Donde: M1y M2: Masa seca total al inicio y final del periodo.

AF1y AF2: Area foliar al inicio y final del periodo.

t1 y t2: Tiempo al inicio y final del periodo

As: Area del suelo

Estos indices permiten analizar el crecimiento de la planta a través de la
acumulacion de materia seca, la cual depende del tamafio del area foliar, de la tasa

a la cual funcionan las hojas y el tiempo que el follaje persiste (Hunt, 1990).

2.18 Aceites esenciales

Los aceites esenciales se definen como una parte del metabolismo de un vegetal,

compuestos generalmente por terpenos, que estan asociados o no a otros
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componentes, la mayoria de ellos volatiles, y generan en conjunto el olor del vegetal
(Bandoni, 2000). Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles,
generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la
industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y

saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez, 2003).

Se les llaman aceites por su naturaleza fisica y porque su consistencia es bastante
parecida a la de los aceites grasos (aceites fijos), pero se distinguen de ellos, porque
al dejar caer unas gotas de aceite esencial sobre un papel, estas se volatilizan

facilmente sin dejar ninguna huella, ni mancha grasosa (Padrini & Lucheroni, 2000).

2.19 Usos y aplicaciones de los aceites esenciales

En cuanto al valor comercial y el uso de los aceites esenciales, éstos dependen de
Su composicion quimica, la cual esta condicionada por factores de tipo botanico,
agricola y extractivo; la composicion final del aceite depende fuertemente del
método de extraccion (Gil & Saez, 2000).

Industria cosmética: El aceite esencial de albahaca presenta una alta actividad
biologica como antioxidante natural debido a su contenido de compuestos
polifendlicos (fenilpropanoides) que pueden considerarse como un ingrediente en el
campo de la fitocosmética (Rincon et al., 2011). Desde hace ya varios afios, la
industria cosmeética utiliza el aceite esencial de albahaca como fragancia para
champus, lociones, perfumes y jabones (Rindels, 1997).

Ambito agronomico: los aceites esenciales, se han posicionado como una
alternativa para sustituir, en parte, a los plaguicidas sintéticos del mercado actual,
por poseer propiedades antifungicas, antibacteriales, antivirales, entre otras.
Ademas, pueden reemplazar a los aditivos sintéticos en los alimentos, favoreciendo
la estabilidad de estosy proteccidn contra las alteraciones lipidicas, por su actividad
antioxidante. Estos son productos del metabolismo secundario de las plantas, cuya
funcidn es servir como barrera de defensa contra herbivoros, insectos y hongos
(Bakkalli et al., 2008).
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Ambito alimenticio: Los aceites esenciales son conocidos desde la Edad Media por
sus propiedades antisépticas, terapéuticas y por su intenso aroma, generando
interés para la conservacion de alimentos (Hernandez, 2011). Estos pueden
utilizarse desde aderezos para ensaladas hasta platillos de pasta. A algunas
personas también les gusta afiadir una gota al agua caliente para crear una bebida
tipo té (Hernandez, 2011).

Ambito farmacolégico: Los aceites esenciales, utilizados en una forma farmacéutica
definida y con una dosis precisa, son tan medicamentos como lo pueden ser un

alcaloide, un antibiético o una enzima (Bandoni, 2000).

El aceite esencial de albahaca es tonificante estomacal e intestinal, tiene
propiedades antiespasmadicas por lo que ayuda a combatir también el asmay las
alergias, es muy util para proteger y tratar los problemas de higado y hepatobiliares;

Como neuroregulador se utiliza en situaciones de estrés, de fatiga o ansiedad;

gracias a sus propiedades antibacterianas, es muy potente para la limpieza facial y

tratar problemas como el acné (Mannise, 2019).

2.20 Propiedades fisicas

Los aceites esenciales son de aspecto oleoso, altamente volatiles, solubles en
aceites, alcohol, éter de petroleo, tetracloruro de carbono y demas solventes
organicos; insolubles en agua, aunque le transmiten su perfume; son inflamables,
responsables del aroma de las plantas, colores y sabores, a veces dulces o
amargos, con densidad generalmente inferior a la del agua. Se componen en su
mayor parte por hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos

gue se encuentran con otros compuestos, casi siempre oxigenados (Montoya, 2010)

2.21 Composicién quimica

Actualmente se han identificado alrededor de cuatrocientos componentes quimicos
constituyentes de los aceites esenciales. La mezcla compleja que integra los aceites
esenciales pertenece de manera casi exclusiva a grupos caracteristicos distintos: el
grupo de los terpenos, el grupo de los compuestos derivados del fenilpropano, los

terpenos originarios del acido acético, los terpenos provenientes del acido shikimico
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(aromaticos) y otros como los compuestos procedentes de la degradacion de

terpenos (Gonzélez, 2004).

2.22 Clasificacion

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: por su
consistencia, origen, o naturaleza quimica de los componentes mayoritarios; con
base a su consistencia, los aceites puedes ser esencias fluidas, Balsamos. u
Oleorresinas (Montoya, 2010). De acuerdo con el origen se clasifican en naturales,
artificiales y sintéticos (Montoya, 2010). Por la naturaleza quimica del aceite se
pueden dividir en: Monoterpenoides (linalool, nerol, 1-8 cineol, geraniol)
Sesquiterpenoides (farnesol, nerolidol) y Compuestos oxigenados (alcoholes,
aldehfdos, cetonas) (Montoya 2010)

2.22.1 Métodos de obtencion

Los aceites esenciales se extraen de los tejidos vegetales que los contienen por
diversos métodos de acuerdo con la estabilidad térmica de sus componentes, su
localizacion en la planta y acorde con las necesidades particulares de cada industria
(Bandoni, 2000). La mayoria de los métodos para la extraccion de aceites
esenciales se basan en la ruptura de las glandulas secretoras de aceite. Se observa
gue los Unicos aceites esenciales verdaderos se obtienen de métodos de destilacion
y expresion. Estos son los aceites esenciales de grado mas alto de pureza, y son

los mas deseables para el uso en aromaterapia (Montoya, 2010).

Los principales métodos utilizados para obtener aceites esenciales a partir de

plantas aromaticas son los siguientes (Bandoni, 2000):

Destilacion con agua o hidrodestilacion
Destilacion por arrastre con vapor

Destilacion con agua y vapor.

Cohobacion.

Destilacion previa maceracion

Destilacion sometida a una degradacion térmica

Expresion

16



2.22.2 Andlisis de los aceites esenciales

Entre los diferentes métodos existentes para el analisis de los aceites esenciales,
se destacan los fisicoquimicos y los instrumentales. Los métodos fisicoquimicos
incluyen la determinacién de propiedades macroscopicas, como: solubilidad en
varios solventes, densidad, rotacion Optica e indice de refraccion, entre otras
(Bandoni, 2000). Los métodos analiticos instrumentales son ampliamente utilizados
para determinar la composicion quimica de diversos materiales fragantes, entre
ellos los aceites esenciales, y comprenden técnicas de separacion como
cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
electroforesis capilar (EC); espectroscopias de infrarrojo (IR), de resonancia
magnética nuclear; espectrometria de masas (MS) y técnicas acopladas como GC-
MS, GC-GC, GCxGC, GC-FTIR, HPLC-MS(n) y EC-MS (Bauer et al., 2001).

2.22.3 Extraccion y aislamiento: cromatografia de gases

La cromatografiaes un método de quimica analitica instrumental, que involucra una
serie de técnicas empleadas para la separacion de los compuestos de una muestra,
los cuales se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y la otra movil, de

acuerdo con sus afinidades relativas (Sadek, 2004).

La técnica usual para analizar los aceites esenciales es la cromatografia de gases,
acoplando a un espectrometro de masas (Grayer et al., 1996), donde los
componentes separados por el cromatografo de gases son bombardeados con
particulas subatémicas para fragmentarlos, fragmentos que se obtienen son
caracteristicos de cada estructura y sirven para identificarlos. Los sistemas
modernos de cromatografia de gases/espectrometria de masas, contienen
bibliotecas con gran nimero de patrones de fragmentacion (incluidos los de algunos
aceites esenciales), con los cuales es posible identificar las moléculas presentes en
una muestra de aceite esencial (Hay & Waterman, 1993). El cromatégrafo consta
de un sistema de inyeccién, que permite introducir la muestra en la columna y un
detector, que muestra las diferentes sustancias a medida que éstas van saliendo de

la columna, una vez separadas. La columna se coloca en un horno con temperatura
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regulable y programable, lo que permite influir de forma decisiva sobre la separacién

de los componentes de la mezcla (Bandoni, 2000).

En la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se escogen los
cromatogramas de los picos mas altos, o en un caso especifico, el pico de interés,
y este se hace llegar al espectrometro de masas para correrlo. Un espectro de estos
tiene en las abscisas del cromatograma los picos con sus tiempos de retencion en
minutos, y en las ordenadas, la intensidad relativa porcentual de los fragmentos de

las moléculas (Montoya, 2010).

2.22.4indice de Kovatz

La identificacion de los componentes del aceite esencial se realiza a través de
comparacion de los indices de retencion de las sustancias patron, obtenidos en dos
fases estacionarias, polar y apolar, con los indices de Kovats experimentales
calculados para los componentes del aceite (Bandoni, 2003) y mediante los
diferentes patrones de fragmentacion que se observan en sus espectros de masas
(Masada, 1976).

Para analizar los componentes de un aceite esencial utilizando cromatografia de
gases, se emplea la comparacion de sus tiempos de retencién (tiempo transcurrido
entre la inyeccion de la muestra y la aparicién del pico cromatografico), con los de
los patrones analizados bajo las mismas condiciones operacionales. Sin embargo,
los tiempos de retencion dependen de la técnica de inyeccion, las variaciones de
temperatura, flujo de gases, tipo de columna y el disefio del equipo, entre otros
(Bichi y Pat, 1987), por lo que se han introducido parametros mas reproducibles,
como son los indices de Kovéts, que han sido definidos con respecto a los tiempos

de retencion de una serie de n-alcanos (Kovats, 1965).

2.23 Variabilidad genética

La diversidad genética se puede definir como la variabilidad dentro una especie o
poblacion atribuible a las diferencias en su material hereditario. (Danial & Rojas,
2007) y es un componente basico de la biodiversidad y su trascendencia es bien

conocida en el campo de las plantas cultivadas. Desde los comienzos de la
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agricultura, jug6 un papel relevante en los procesos de mejoramiento genético
(Vallejo & Estrada, 2002).

La existencia de variabilidad genética al interior de las poblaciones vegetales tiene
su origen en mutaciones del material genético hereditario, y es un requisito
primordial para que las poblaciones evolucionen y se adapten a diferentes
condiciones, ya que el proceso de selectividad no puede ocurrir si no existen
diversas alternativas. De manera que la estimacion de la variabilidad genética
presente en poblaciones de plantas resulta de interés (Jiménez & Collada, 2000).
La diversidad genética de especies domesticadas ha permitido el desarrollo de
nuevas variedades de plantas que pueden adaptarse a cambios climaticos, con
tolerancia a plagas y enfermedades e incluso soportan la erosion a traves del
desarrollo de sistemas radiculares mas vigorosos (Estrella et al., 2005).

Los principales factores que pueden afectar la diversidad genética son: mutaciones,
la seleccién natural (sobreviven los més aptos), sobreexplotacion (extraccion de
individuos), desequilibrio ecoldgico por contaminacion, cambio climético,
introduccion de especies ajenas a ecosistemas en equilibrio, incremento de la
poblacibn humana (consecuentemente de sus acciones), sequias, inundaciones
(tsunamis), incendios, vulcanismo, huracanes, ingenieria genética (manipulacion
del DNA) (Arzate, et al., 2019).

2.24 Marcadores genéticos

Villegas et al. (s.f.) definen marcador genético como un segmento de ADN que
presenta polimorfismo, con una ubicacién fisica identificable, puesto en evidencia

por técnicas repetibles y cuya herencia puede rastrearse.

Un marcador genético debe ser: a) altamente polimérfico o variable dentro y entre
especies, b) de herencia mendeliana no epistatica (sin interaccion entre genes), c)
insensible a los efectos ambientales, d) codominante, e) de rapida identificacion y
simple andlisis y f) de posible deteccion de los estadios tempranos del desarrollo de

una planta (Picca et al., 2004).

19



Segun Danial y Rojas (2007) la dimensién en la cual los marcadores genéticos son
visualizados o medidos, se les puede clasificar en: Morfolégicos, bioguimicos y

moleculares.

2.24.1 Marcadores morfoldgicos

Han sido los primeros en ser utilizados en analisis genéticos, es asi como, con base
en estos marcadores, se han desarrollado descriptores para la mayoria de las
especies cultivadas (Danial & Rojas, 2007), mediante observaciones directas del
fenotipo y la evaluacion de caracteres cuantitativos y cualitativos (Arzate, 2019). Los
marcadores morfolodgicos establecen las bases para identificar y diferenciar
variedades, pero presentan las siguientes limitantes: su obtencion es tardada, son
métodos complejos, limitados, subjetivos, influenciados por el ambiente, caros e

involucran estados de desarrollo especificos del cultivo (Yasmin et al., 2006).

2.24.2 Marcadores bioquimicos

Las isoenzimas, o aloenzimas fueron los primeros marcadores moleculares usados
en genética de plantas (Tanksley et al., 1981) y su andlisis se realiza extrayendo la
enzima de los tejidos de la planta, tras lo cual, las variantes son separadas con
electroforesis y visualizadas mediante la tincion del gel con colorantes especificos
(Powell 1992; Haines, 1994).

2.24.3 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son utilizados para identificar o marcar alelos de dificil
expresion fenotipica; son herramientas que facilitan la seleccion del alelo de interés
a través del marcador. Los marcadores moleculares también son utilizados en
estudios de variabilidad genética, identificacion de cultivares, proteccién de los
derechos del fitomejorador u obtentor, evaluacidon de la pureza genética de las
semillas, mapeamiento genético e incremento de conocimientos sobre la
organizacion de los genomas (Vallejo & Estrada, 2002).

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia no tipica
controlada genéticamente y se puede considerar que cualquier molécula, organica

o inorgénica, que sea caracteristica de un organismo o proceso sea un marcador.
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Los marcadores idéneos son los de ADN, siendo valido cualquier fragmento que se
encuentre muy cerca del gen o de la secuencia de interés y que légicamente no
afecte al caracter en estudio (SIDTA, 1999).

La principal ventaja de los marcadores moleculares comparado a los morfolégicos
se debe a que estan ligados a genes de interés agronémico y pueden ser utilizados
para la seleccion genotipica en las primeras etapas del crecimiento vegetal,
evitando el manejo de miles de plantas para la seleccion fenotipica bajo condiciones

de campo o en invernadero (Masuelli, 1999).

Los marcadores moleculares incluyen tres categorias bésicas: Categoria 1:
métodos que no se basan en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Por
ejemplo, RFLP y numero variable de repeticiones en tandem (VNTRs). Categoria 2:
técnicas que utilizan iniciadores (“primer”) arbitrarios o semiarbitrarios. Por ejemplo,
iniciadores PCR multiples arbitrarios (MAAP), RAPD, RAMPO. Categoria 3. PCR
con sitio “objetivo especifico”. Por ejemplo, SSR, Inter secuencias simples repetidas

(ISSR). Las categorias 2 y 3 son marcadores basados en la PCR (Karp et al., 1997).

RFLP (Longitud de Fragmentos de Restriccion de ADN). La técnica del RFLP se
basa en la digestibn o corte del DNA gendémico por una 0 mas enzimas de
restriccion, generando millares de fragmentos. Estos fragmentos son separados por
medio de electroforesis con base en el tamafio de estos. Algunos son identificados
por medio de una sonda que posee una secuencia de bases complementarias al
fragmento (Vallejo & Estrada, 2002).

Los RFLP presentan las siguientes ventajas: a) herencia codominante, siendo
posible la identificacion de genotipos homocigotos y heterocigotos, b) amplio
polimorfismo, c) permiten el mapeo comparativo entre especies correlacionadas
porque representan loci Unicos en cada genomay posibilitan la utilizacion de sondas
heterdlogas (Vallejo & Estrada, 2002).

Una de las grandes limitaciones de la técnica de RFLP .es la necesidad de construir
bibliotecas gendmicas para la obtencibn de sondas. Otra limitacion es su
complejidad técnica, lo que requiere de laboratorios bien equipados y mano de obra

especializada (Vallejo & Estrada, 2002).
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RAPD (Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico). Es una variacion técnica del
PCR que utiliza un solo "primer" de diez nucleétidos y con secuencia arbitraria. Por
lo tanto, para que un fragmento de DNA sea amplificado, las dos regiones
complementarias al "primer" deben estar separadas por hasta 2.000 pb y con
orientaciones opuestas. Con esto, son amplificados fragmentos de DNA,
distribuidos al azar en el genoma, sin necesidad de un conocimiento previo de la
secuencia del DNA (Phillips et al. 1995). La identificacion de los productos de
amplificacion se realiza en gel de agarosa tratado con bromuro de etidio y se
observa bajo luz ultravioleta (Phillips et al. 1995).

Los RAPDs generan un numero inmenso de marcadores y, al contrario de los
RFLPs, no requieren de sondas especificas para cada especie y la cantidad de ADN
necesaria para el analisis es mucho menor (Phillips et al. 1995). La eficiencia de los
marcadores RAPDs puede estar influenciada por varios factores, entre ellos: El
namero de ciclos de amplificacion, la cantidad de ADN inicial, la longitud del ADN,

el iniciador y la temperatura (Phillips et al. 1995).

Este marcador permite identificar apenas un alelo por locus (una banda en el gel
identifica individuos dominantes AA y heterocigotos Aa). No permite distinguir el
genotipo AA del Aa. El homocigoto recesivo aa es identificado por la ausencia de
banda (Vallejo & Estrada, 2002).

AFLP (Amplificacion Selectiva de Fragmentos de Restriccion). Se basa en la
generacion de fragmentos de restriccibn mediante una restrictasa y la amplificacion
selectiva mediante PCR de un subconjunto de éstos (Pérez, s.f.). La técnica
requiere de la unién de unos adaptadores a los fragmentos generados por la
restrictasa y la amplificacion por PCR mediante cebadores que incluyen la
secuencia del adaptador, de la diana de la restrictasa y algunos otros nucleétidos
en el extremo 3', lo que determina que cada cebador s6lo amplifique un subconjunto
de todos los fragmentos (Pérez, s.f.).

Una de las ventajas del AFLP es la gran capacidad para identificar variabilidad
genética debido a que esta técnica explora polimorfismos de restriccion y de
amplificacion. Una de las limitaciones del AFLP es el bajo contenido de informacién

genética por locus que, a semejanza de RAPO, también son marcadores
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esencialmente dominantes. Es una técnica que implica mucho trabajo, necesita
DNA gendmicos de alta calidad y un mayor numero de reactivos, convirtiéndola en
una técnica muy costosa (Vallejo y Estrada, 2002). Adicionalmente; en esta técnica
la resolucion de los polimorfismos se realiza en geles de, secuenciamiento que
utilizan radioactividad o fluorescencia, lo cual incrementa su complejidad (Vallejo y
Estrada, 2002).

Microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas). Los genomas eucarioticos
presentan varias clases de secuencias repetidas y una de ellas consiste en tAndem
de uno a cuatro nucleétidos, siendo denominadas microsatélites (Vallejo & Estrada,
2002). En plantas, los microsatélites son muy frecuentes y se distribuyen al azar a
lo largo del genoma, siendo muy utilizadas en la construccion de mapas genéticos.
Los microsatélites son los marcadores mas promisorios debido a que son
codominantes y multialélicos, suministrando una gran informacién genética por
locus (Vallejo & Estrada, 2002). Las mayores limitaciones del método son la
obtencion de los "primers" especificos para los microsatélites, la necesidad de
construccion de bibliotecas gendmicas y se requieren laboratorios especializados
(Vallejo & Estrada, 2002).

ISSR. (Inter-Secuencias Simples Repetidas). Permite medir los niveles de variacion
en las regiones intermicrosatélite dispersas en el genoma. Los ISSR son
marcadores semiarbitrarios por lo que se amplifican a partir de un iniciador
complementario a la region microsatélite (Cornejo, et al., 2014).

La variacion alélica en los ISSR consiste en la presencia o ausencia de bandas de
los productos amplificados; estos marcadores tienen la ventaja de poseer un gran
namero de bandas polimorficas, las bandas son leidas como marcadores
dominantes; es decir, no se sabe si el individuo es homocigoto dominante o
heterocigoto; la diversidad genética esta basada considerando que cada banda
representa un locus con dos alelos y que el alelo dominante esta en equilibrio de
Hardy-Weinberg (Rentaria, 2011). Ademas, es una técnica relativamente facil de
montar, altamente repetible y actualmente existen cebadores universales para

plantas (Rentaria, 2011).
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3 EVALUACION DE RENDIMIENTO Y ANALISIS DE
CRECIMIENTO DE CULTIVARES DE ALBAHACA (Ocimum
basilicum L.) CULTIVADA BAJO INVERNADERO

RESUMEN

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una hierba aromatica con diversas
cualidades y propiedades en el &mbito alimenticio, medicinal e industrial. En México
se cultiva con fines culinarios para exportacion, sin embargo, la informacién acerca
del adecuado manejo de produccién es limitante, por lo que se llevd a cabo este
experimento con el objetivo de evaluar el rendimiento de 14 variedades en tres
densidades de plantacion, con un sistema de manejo hidropdnico bajo invernadero.
Se evaluaron variables morfolégicas y rendimiento por planta durante 3 semanas
de cosecha. Con los resultados del analisis de varianza se determind diferencia
significativa entre variedades y en la interaccién densidad x variedad, debida a la
variabilidad genética de la especie. Se observo que la variedad Lettuce registro el
mayor rendimiento. También se realizé un analisis de crecimiento con 3 muestreos
alos 37, 57 y 107 dias después de la siembra, con lo que se obtuvo la TAN, TACy
TRC; de acuerdo con los resultados obtenidos, se concluy6 que la region del Valle
de México es apta para el cultivo de albahaca, en particular las variedades Lettuce,
Blue Spicy y Lime en altas densidades.

Palabras clave: Ocimum sp, hidroponia, cultivares, rendimiento.

ABSTRACT

Basil (Ocimum basilicum L.) has been an aromatic herb with diverse qualities and
properties in the food, medicinal and industrial fields. In Mexico it is cultivated for
culinary purposes for export; however, information about adequate production
management is limited, so this experiment was carried out with the objective of
evaluating the yield of 14 varieties in three planting densities, under a hydroponic
management system in greenhouse conditions. Morphological variables and yield
per plant were evaluated during 3 weeks of harvest. The results of the analysis of
varianceshowed significant effect among varieties and in the interaction density x
variety, which is due to the genetic variability of the species. It was observed that the
Lettuce variety was the one with the highest yield. A growth analysis was also carried
out in 3 samplings at 37, 57 and 107 days after sowing. where the TAN, TAC and
TRC were calculated; according to the results obtained, it was concluded that the
region of the Valley of Mexico is suitable for basil cultivation, particularly the varieties
Lettuce, Blue Spicy and Lime at high densities.

Key words: Ocimum sp, hydroponics, cultivars, yield.
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INTRODUCCION

Actualmente, la agricultura ademas de ser a campo abierto, se practica en una
amplia variedad de ambientes modificados, entre los que destacan los
invernaderos, con o sin control ambiental, con cultivos en sistemas hidroponicos,
sustratos inertes o en suelo, mismos que representan un ejemplo de ecosistemas
artificiales para desarrollar la agricultura intensiva (Juarez et al.,2011). Los
rendimientos son altos debido a una mayor densidad, mayor productividad por
planta y eficiencia en el uso de los recursos agua, luz y nutrientes (Beltrano &
Giménez, 2015).

La albahaca (Ocimum basilicum L.) se cultiva en muchos paises por sus cualidades
medicinales, aromaticas, ornamentales y meliferas (Cheping, 1993). Existen
cultivos comerciales en Italia, Francia, Marruecos, Egipto, Bulgaria y Hungria
(Fernandez, 2003) y en México es una de las hierbas que mas se exportan (SADER,
2016).

La mayoria de las personas estan familiarizadas con la albahaca dulce, Ocimum
basilicum L., la albahaca culinaria comun, pero el mundo de las albahacas ofrece
una amplia gama de plantas con una gran diversidad de sabores, aromas y usos,
siendo las mas populares las dulces y las de aromas especiales (canela, limoén y

thai/anis), de hojas puarpuras, arbustos y miniatura o enanas (Meyers, 2003).

Generalmente la albahaca es cosechada por sus hojas que son vendidas frescas o
secas; normalmente es utilizada para consumo fresco por lo que se cosechan los

primeros cuatro grupos de hojas verdaderas (Kintzios & Makri, 2007).

El cultivo de albahaca ha mostrado un incremento en la produccion a nivel mundial
al ser un cultivo con grandes areas de oportunidad en el mercado, debido a los
diferentes usos que se le puede dar (alimenticio, medicinal y cosmético). Por lo que
se considera importante generar informacion acerca del adecuado sistema de

produccion del cultivo.

En México, la superficie sembrada con esta hierba aromética registré6 un aumento,
de 238 ha en el 2017 a 389 ha en el 2019, afio en que se reportd una produccion
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Nacional de 3,103 toneladas, las cuales estan distribuidas en los Estados de Baja
California, Puebla, Morelos, Nayarit, Estado de México, Guerrero y Baja California
Sur, este ultimo ha sido el principal productor con sistemas de manejo organicos y
con fines de exportacién, con una producciéon anual de 2,149.8 ton y un rendimiento
de 8.85t ha, sin embargo, Baja California tiene el registro con mayor rendimiento
(10.50 t ha) en donde la albahaca es cultivada bajo invernadero (SIAP, 2019).

La densidad de siembra es uno de los factores mas importantes relacionados con
el crecimiento y produccion de las plantas cultivadas y que se debe tener en cuenta
al momento de establecer una plantacién (Soto et al.,2003). En ese sentido, para
obtener la densidad Optima se deben considerar la longitud del periodo de
crecimiento, las caracteristicas de la planta, el nivel de recursos disponible para el
crecimiento y el arreglo espacial (Willey, 1994). El material cosechado al término del
ciclo de un cultivo es la resultante final de las interacciones, producidas en forma
continua a través de dicho ciclo, entre genotipo, condiciones ambientales y manejo
cultural (Hall, 1980).

Las densidades de siembra mas utilizadas son 50, 60 y 100 mil plantas por hectarea
en camas de 0.80 m de ancho a doble hilera (Forero, 2010), pero también se puede
plantar en una cama de 3 hileras, con distancia de 30 cm entre plantas y entre filas.
La distancia entre las camas, que van de 60 a 90 cm, depende del equipo disponible
y pueden ocurrir grandes variaciones en el crecimiento y el rendimiento debido a las
condiciones climaticas, el tipo de planta y las préacticas culturales y de manejo
(Simon, 2022).

El analisis del crecimiento permite evaluar la distribucion de biomasa y calcular
indices de eficiencia del crecimiento (Hunt, 1978). Segun Beadle (1988), requiere
primordialmente de dos variables, el peso seco y el area foliar de la planta; con estas
variables se pueden calcular indices del crecimiento como la tasa de crecimiento
relativo (TCR), que se define como el incremento que ocurre en un periodo de
tiempo por cada gramo de biomasa. También permite calcular la tasa absoluta de
crecimiento (TAC). Otro indice de eficiencia es la tasa de asimilacion neta (TAN),

gue cuantifica la ganancia neta de productos asimilados por unidad de area foliar y
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de tiempo, por lo que se le considera como un estimador de la tasa fotosintética
(Beadle, 1988).

La Sociedad de Hierbas de América, sostiene que la distancia entre plantas es
variable segun el tamafio de la especie, aunque generalmente se recomienda un
espacio entre plantas de 30 a 60 cm, hay variedades que se plantan con distancia
de 120 cm con la finalidad de mantener una circulacién de aire adecuada (Meyers,
2003). Con base en la informacion técnica descrita en los empaques de semillas de
albahaca, se recomienda una distancia entre 25 a 50 cm entre plantas en

variedades para consumo en fresco.

En un experimento realizado en Cuba por Barroso y Jerez (2002) se estudiaron los
mecanismos fisioldgicos de respuestas de la albahaca genovesa en funcién del
estado hidrico de las plantas, calcularon los indicadores TRC, TAN, RAF, RMF y
AFE en dos fases del crecimiento y desarrollo del cultivo. Las variables TRC y TAN
resultaron ser mas eficientes para analizar el comportamiento del crecimiento en
funcion de los tratamientos aplicados. La biomasa se redujo cuando el volumen de
agua aplicado al cultivo se limité al 50 % del balance evaporacion-precipitacion o
hasta un 40 % de la evapotranspiracion, encontrandose en esta ultima condicién un

uso mas eficiente del agua por las plantas.

En cuanto al rendimiento, Brisefio et al., (2013) sefialan que en promedio cada
planta de albahaca produce 360 g durante su ciclo de produccion; el rendimiento es
de 18-20 t ha' en fresco, en un periodo de 12 y16 semanas, sin embargo, no

mencionan la variedad y la region donde se reportan estos datos.

Fernandez (2003), realizd un experimento en Uruguay con la variedad albahaca
limén, la cual fue cultivada en parcelas a un marco de plantacion de 30 cm entre
filas y 20 cm entre plantas; dispuso dos filas sobre los canteros de 0.75 m de ancho.
La distancia entre canteros fue de 0.75 m y la densidad de 66,600 plantas por
hectérea; la cosecha se registré en un solo corte de la parte aérea de la planta y

obtuvo un rendimiento promedio por planta de 187.5 g y un estimado de 12.5t ha"
1
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En un experimento realizado en el municipio de Los Cabos, México, Murillo et al.
(2010) produjeron con abonos verdes y acidos hdmicos 12 t ha! y 15 t hat,

respectivamente, rendimientos superiores a la media nacional 8 t ha’.

Makgose y Phillipus (2013) sometieron a evaluacion cinco densidades de plantas
de albahaca variedad genovese con 10, 16, 20, 25 y 40 plantas m (espaciamientos
de plantas de 40 x 25 cm, 25 x 25 cm, 20 x 25 cm, 20 x 20 cm y 10 x 25 cm,
respectivamente), en 2 temporadas de produccién (primavera y otofio) con el
objetivo de determinar el efecto combinado de las densidades de plantas y el
método de cosecha de hojas, bajo un manejo hidropénico del cultivo. En el primer
experimento (produccién en primavera), los tratamientos de densidad vegetal con
20, 25 y 40 plantas m? dieron como resultado valores significativamente mas altos
para los parametros de rendimiento y crecimiento. Mientras que, en el segundo
experimento (produccion en otofio), la mayor masa fresca de hojas, el area foliar y
la masatotal de plantas frescas se registraron en plantas cultivadas a una densidad
de plantas de 40 plantas m?, con lo que demostraron que la alta densidad de
plantacion mejoro significativamente el rendimiento y el crecimiento de la albahaca
en una hidroponia cerrada, ademas la temporada de crecimiento tuvo un papel
importante en el desarrollo de los brotes laterales, por lo tanto, las recomendaciones
de densidad de plantas se limitan a una temporada de siembra o clima especifico
(Makgose & Phillipus, 2013).

Debido al gran auge que ha tenido el cultivo de albahaca ha implicado que se tenga
gue enfrentar a diferentes condiciones climaticas y edéficas, por ello en los ultimos
afnos la produccion agricola bajo sistemas protegidos ha ido en aumento debido a
los buenos resultados en el incremento del rendimiento de las cosechas, sin
embargo, para el cultivo de albahaca, la informacion con relacion a la densidad de
plantacion idénea para la obtencion de un mayor rendimiento es escasa. El
rendimiento y la calidad dependera entonces de las condiciones del medio donde

se produzca.

Con base a lo anterior, se realizé este experimento de evaluacién de rendimiento y

analisis de crecimiento de 14 y 15 variedades de albahaca, respectivamente, bajo

37



el supuesto de que las variedades cultivadas bajo idénticas condiciones de
invernadero y sistema hidroponico mostraran un crecimiento homogéneo, lo cual
permitira demostrar la capacidad de adaptacion o competencia, reflejandose en el

incremento del rendimiento.

El objetivo general del experimento es aportar informacion de cultivares de albahaca
(Ocimum basilicum L.) en el ambito de tecnologia de produccion, a través de una
evaluacion del rendimiento de 14 variedades en tres densidades de plantacién en
hidroponia, con la finalidad de diversificar el cultivo de albahaca en la region centro
de México e implementar un manejo eficiente del cultivo en funcion del consumo en
fresco. Asimismo, el objetivo del analisis de crecimiento es comparar la acumulacion
de materia seca de 15 variedades de albahaca cultivadas bajo condiciones
controladas y determinar la Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC), Tasa Relativa de
Crecimiento (TRC) y Tasa de Asimilacion Neta (TAN) con lo que se pretende
conocer los cambios fisiolégicos de cada variedad durante el ciclo de produccién de
la albahaca (Ocimum basilicum L.).

3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Ubicacién del experimento

El cultivo de las variedades de albahaca se realizo en un invernadero tipo capilla sin
ventila cenital, cubierta de polietileno blanco lechosa, con 25 % de sombra, térmica
y dispersora de luz del Campo Agricola Experimental de Fitotecnia de la Universidad
Autonoma de Chapingo, Texcoco, Estado de México, ubicado a una latitud de
19°29°'35.3” N, longitud 98°52’21.1” W y a una altitud de 2250 msnm.

3.1.2 Material vegetal

De las quince variedades cultivadas, diez se importaron, con origen y procedencia
de Estados Unidos de América: Red Velvet, Licorice, Lime, Lettuce, Siam Queen,
Blue Spicy, Mammoth, Dark Opal, Sweet Basil y Spice Globe; cinco variedades se
adquirieron de empresas Nacionales: Limén, Canela, Hojas grandes de Italia, Thai
y Morada (Figura 1). En el jError! La autoreferencia al marcador no es valida. se

resumen algunas caracteristicas morfolégicas de cada variedad.
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Cuadro 2. Caracteristicas agronémicas de quince variedades de albahaca (Ocimum
basilicum L.).

Variedad Especie Altura  Tamafio Colorde Dias a
de la hoja hojas floracion
Red Velvet  O. basilicum mediana parpura
. - . verde-
Licorice O. basilicum 53 mediana morado 102
Lime O. americanum 45 pequeia verde
Lettuce O. basilicum 41 grande verde 105
Siam Queen O. basilicum 50 mediana verde
Blue Spicy  O. basilicum 34 pequeia verde 76
Mammoth  O. basilicum 41 grande verde 103
Dark Opal  O. basilicum 43 mediana puarpura 97
Sweet Basil  O. basilicum 60 grande verde
Spice Globe O. basilicum mnmum 30 pequeia verde
Limoén O. basilicum citrodorum 33 mediana verde 76
Canela O. basilicum 44 mediana verde 86
Italia O. basilicum 46 grande verde 104
Thai O. sanctum 41 pequefia verde 82
Morada O. sanctum Linn 50 mediana verde-
morada

, - o >
A. Red Velvet leaf B. Licorice C. Lime D. Lettuce E. Siam Queen F. Blue Spicy G. Mammoth H. Dark
Opal I. Sweet Basil J. Spice Globe K. Limén L. Canela M. Italia N. Thai O. Morada

Figura 1. Variedades de albahaca cultivadas bajo invernadero.
3.1.3 Disefio de tratamientos

Cuarenta y dos tratamientos generados con 3 densidades de plantacion y 14
variedades de albahaca se establecieron en cada bloque y la distribucion de

variedades se realiz6 de manera aleatoria (Cuadro 3).

Cuadro 3. Conformacion de tratamientos con base a la densidad de plantacion y la
variedad

39



Tratamiento  Densidad Marco de plantacion Plantas/parcela Variedades
(cm) (0.68 m?)

1-14 Densidad 1 25 cm entre hileras x 9 plantas/parcela v1, v2, v3... v14
30 cm entre plantas

15-28 Densidad 2 25 cm entre hileras x 12 plantas/parcela v1, v2, v3... v14
25 cm entre plantas

29-42 Densidad 3 25 cm entre hileras x 15 plantas/parcela v1, v2, v3... v14
20 cm entre plantas

3.1.4 Diseio experimental

El experimento se establecié en un disefio de parcelas divididas en bloques al azar
con cuatro repeticiones, considerando a los tratamientos de densidad como factor
A (parcela grande), con tres niveles (9, 12 y 15 plantas por parcela) y las 14
variedades de albahaca como factor B (parcela chica), para un total de 42

tratamientos y 168 unidades experimentales.

Se evalué semanalmente durante tres semanas consecutivas a partir de la cosecha:
namero de brotes por planta por corte (cosecha) y peso en fresco de los brotes

cosechados por planta por corte (cosecha).

3.1.5 Siembra

La siembra se realizo el 12 de mayo de 2021 en almacigos de poliestireno de 200
cavidades; se utilizé sustrato peat moss y perlita a una proporcion de 2:1
respectivamente. Por cada variedad se sembraron 224 semillas, se coloc6é una
semilla por cavidad a una profundidad de 0.3 cm. Después de la siembra, los

almécigos se colocaron en invernadero y se realizé un riego al dia.

3.1.6 Trasplante

Cuando las plantulas alcanzaron una altura de 15 cm con 2 a 4 hojas verdaderas
se trasplanto (18 de junio) en camas de arena de tezontle de 0.3 x 1 x 19 m, a cada
variedad se le asigné una parcela de 1.0 x 0.68 m de cama util, que represent6 1.18

m? de invernadero.

40



3.1.7 Manejo del cultivo

El manejo del cultivo fue con sistema hidropdnico abierto; se aplicd la solucion
hidroponica propuesta por Sanchez y Escalante (1989) diluida al 50 %, constituida
(en ppm) por: 125 de nitrégeno, 30 de fosforo, 125 de potasio, 30 de magnesio, 125
de calcio, 102.5 de azufre, 1.5 de fierro, 0.5 de manganeso, 0.25 de boro, 0.5 de
zinc y 0.5 de cobre. El riego por goteo fue programado con base a la

evapotranspiracion y ajustado conforme a las necesidades de la planta.

3.1.8 Labores culturales

Se realiz6 monitoreo del cultivo diariamente de cada una de las camas de cultivo,
con la finalidad de eliminar maleza (actividad que se realiz6 manualmente), detectar
plantas secas (en este caso se verificd que el gotero no estaba obstruido, presiéon
de riego, y el correcto trasplante de la plantula) y presencia de insectos para
proceder, en caso necesario, a la aplicacion del producto adecuado, para evitar la
proliferacion de plagas. A los 22 dias después del trasplante se realiz6 una poda
apical en cada una de las plantas con la finalidad de estimular la emision de brotes

laterales.

3.1.9 Cosecha

La cosecha se realizé en la etapa de prefloracion a los 71 dias después de la
siembra y después cada semana. Con tijeras de podar, se realizaron cortes de los
brotes laterales con una longitud igual o mayor a 15 cm, se registro por planta, el
numero de brotes cosechados y con una balanza analitica de precision se obtuvo el
peso en fresco (g), procedimiento que se hizo durante tres semanas, asegurando al

menos una cosecha por variedad.

3.1.10 Analisis estadistico

Con el apoyo del software Statistical Analysis System (SAS), se realiz6 un Analisis
de Varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 0.05; para las fuentes de
variacion que resultaron significativas se procedié a hacer una comparacion de

medias Tukey y para las variables que resultaron significativas en la interaccion
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entre densidad y variedad se realiz6 una comparacion de medias entre densidades

y variedad.

3.1.11 Metodologia del Analisis de Crecimiento

Para el analisis de crecimiento se siguio el método clasico, por lo que se realizaron
3 muestreos destructivos al azar durante el ciclo del cultivo. El primer muestreo se
efectué un dia antes del trasplante (37 dds) y el segundo previo a la poda de
brotacion (57 dds); el tercero se hizo un dia antes de la primera cosecha (107 dds).
Se utilizd el disefio experimental completamente al azar; se realizaron 3 muestreos
por tratamiento y se evaluaron 15 variedades para tener 45 unidades

experimentales; en cada muestreo se eligieron al azar 8 plantas por variedad.

En campo se registr6 diametro de tallo (mm) con un vernier electrénico y en
laboratorio se midi6 la altura de la planta (cm) con una cinta métrica, desde la base
del tallo hasta el apice (muestreo 1 y 2) o hasta el apice del brote méas largo
(muestreo 3), donde ademés se contabiliz6 el nimero de brotes y el nimero de
hojas; el area foliar se determind con un equipo integrador de area foliar LICOR
LI3100; el peso fresco (g) se registrd en una balanza analitica y de precision
Pioneer™ de Ohaus; el material vegetal se deposité en bolsas de papel dentro de
una estufa de secado durante 48 horas, pasado este tiempo se registro el peso seco

(9) en la balanza analitica.
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A. Plantas seleccionadas para muestreo. B. registro de diametro de tallo. C. Medicién de altura de la
planta. D. Peso fresco. E. Conteo nimero de hojas F. registro de area foliar. G. Plantas colocadas
en bolsas de papel. G1. Plantas colocadas en horno de secado. G2. Registro de peso seco.

Figura 2. Registro de medidas directas en cada muestreo de Andlisis de crecimiento.

Con la informacion de las variables de &rea foliar y materia seca se calcularon los
siguientes indices de crecimiento: Tasa de Asimilacion Neta (TAN), las Tasas

Relativas de Crecimiento (TRC) y la Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC).

Para el andlisis estadistico se utilizd el software Statistical Analysis System (SAS)
mediante el cual se realizO un Analisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia del 0.05; para las fuentes de variacion que resultaron significativas se
procedié a hacer una comparacion de medias Tukey.

3.2 Resultados y Discusién de rendimiento

En funcién del conjunto de datos obtenidos por medio de un datalogger se determiné
gue las condiciones de temperatura fueron adecuadas para el desarrollo de las
plantas de albahaca (Figura 3), ya que en la literatura se menciona que se desarrolla
bien con temperaturas entre 24-30 °C durante el dia'y 16-20 °C durante la noche
(Matus & Venegas, 2015).
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Figura 3. Temperatura media de dia y noche durante el proceso de producciéon de
albahaca.

La planta de albahaca requiere una HR de 60 a 70 % (CClI, 2007), lo cual se cumplio
durante el dia, sin embargo, los porcentajes rebasaron los limites 6ptimos de HR
durante la noche (Figura 4). Cabe mencionar que los meses en los que se llevo a
cabo el experimento fueron muy lluviosos debido a la época de huracanes, por lo
que la alta HR ocasion6 dafios de mildiu (Peronospora sparsa) en algunas
variedades, lo cual retraso el desarrollo del cultivo.
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Figura 4. Humedad Relativa promedio de dia y noche durante el proceso de
produccién de albahaca.

Con base en el andlisis de varianza (Cuadro 4), no hubo efecto significativo de los
bloques sobre las variables respuesta, excepto para el numero de brotes en el corte
1, donde el efecto fue significativo (P<0.05). Con base a lo anterior se asume que la

distribucién fue homogénea, no existié efecto del acomodo de las parcelas de las
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variedades de albahaca sobre el nimero de brotes y el rendimiento del cultivo, con
lo cual se puede considerar que las condiciones de temperaturay humedad relativa

fueron adecuadas, lo que permitio el crecimiento y desarrollo similar de las plantas.

La densidad no tuvo efecto significativo sobre ninguna variable, por lo que se puede
determinar que el rendimiento fue estadisticamente el mismo (P< 0.05) en las tres
densidades empleadas (9, 12 o 15 plantas por parcela). Lo anterior indica que las
altas densidades, manejadas bajo un sistema hidroponico, podrian generar altos

rendimientos en el cultivo de albahaca.

La variedad tuvo efecto significativo en todas las variables respuesta (P<0.01), por
lo que al menos una variedad registr6 mayor o menor numero de brotes
cosechados, al igual que mayor o menor rendimiento a lo largo de los tres cortes
realizados (Cuadro 4). Dicho efecto puede deberse a la morfologia y variabilidad
genética de cada variedad, lo cual se observé primeramente en los fenotipos, es
decir, cada variedad tiene caracteristicas diferentes tales como el tamafio de la hoja,
la altura, entre otros. Por otro lado, cada genotipo, mostrd diferencias en el

desarrollo y crecimiento.

En ese sentido, Huito (2016) evalu6 dos variedades de albahaca (Nufar e Italian)
bajo tres dosis de biofertilizante foliar, analizé el rendimiento en fresco y obtuvo
resultados significativos entre variedades, lo cual atribuyé a diferencias en su
caracter genético, lo que hace que sus rendimientos no sean semejantes, al igual

gue su fisiologia y comportamiento en la parcela experimental.

La interaccion entre densidad y variedad (Cuadro 4), mostré efecto sobre las
variables nimero de brotes 2 y 3y en el rendimiento total (P<0.01). Mientras que en
las variables numero de brotes totales (BT), rendimiento de los cortes 1 y 3 hubo
efecto significativo (P<0.05). Esta interaccion significativa entre densidad y variedad
fue causa de la variabilidad genética, ya que se observaron variedades mas
precoces que otras, mientras que algunas ya contaban con brotes aptos para
cosecha, otras variedades apenas iniciaban con la emision de brotes laterales; o

bien, cuando algunas variedades generaban crecimiento de brotes laterales cada
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semana, otras desarrollaron para un solo corte y la emisién de brotes laterales seria

maés prolongado.

Cuadro 4 Cuadrados medios del andlisis de varianza para variables de rendimiento
de 14 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.).

FV GL Bl B2 B3 BT R1 R2 R3 RT
Blo 3 52.0* 23.89 6.07 6.2 1139.63 4632 843.8 2409.6
Den 2 2.7 0.02 9.26 9.0 230.76 231 422.8 1314.6
Error A 6 10.4 11.73 4.56 11.6 446.81 1452 a77.7 2058.6
Var 13 79.8** 11.27** 9.70** 102.7** 2582.41** 1261** 1208.5** 3441.2**

Var*Den 26 2.2  3.91** 4.65** 3.5% 179.91* 219 227.5  392.5**

Error B 1149 2.2 1.99 1.74 2.2 106.86 183 131.4 179.3
Total 1199
CcVv 111.9 85.83 128.55 36.7 128.73 95.2 130.3 43.1

FV: fuente de variacion; Blo: bloque; Den: densidad; Var: variedad; CV: coeficiente de variacién; GL:
grados de libertad; B1: niumero de brotes cortados en la primera cosecha; B2: nimero de brotes
cortados en la segunda cosecha; B3: nUmero de brotes cortados en la tercera cosecha BT: nimero
total de brotes; rendimiento del corte 1; R2: rendimiento del corte 2; R1: rendimiento del corte 3; RT:
rendimiento total. **: altamente significativo con P £ 0.01 *: significativo con P<0.05

En la comparacién de medias (Cuadro 5) el numero de brotes por planta del primer
corte (B1), las variedades Lime y Blue Spicy registraron los valores mas altos con
una media de 2.7; se observé que fenoldégicamente ya estaban listas para el corte,
ademas, fueron de las variedades que mostraron un desarrollo 6ptimo bajo el
sistema hidroponico empleado, aunque no fueron diferentes de las variedades
Morada y Licorice (P<0.05). Por otro lado, la variedad Mammoth registré el menor
namero de brotes en el primer corte, ya que las plantas aun estaban muy pequefias

y sin brotes para cosechar.

El nimero de brotes por planta del segundo corte (B2), la variedad Thai mostro los
valores mas altos (media de 2.3), aunque no fue estadisticamente diferente de las
variedades Siam Queen, Limén, Lime, Blue Spicy, Red Velvet y Dark Opal; mientras
gue la variedad Sweet Basil registré el valor mas bajo, al no emitir mas de 1.07
brotes por planta, en promedio. Ademas, la mayoria de las plantas estaban en un

estado critico, pues fueron afectadas por mildiu lo cual retraso la cosecha.

En el nimero de brotes por planta del tercer corte (B3), las variedades Siam Queen
y Limon, fueron las que mostraron los valores mas altos con medias de 1.5y 1.6,
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aunque fueron similares (P<0.05) a las variedades Thai, Dark opal, Red Velvet Leaf,
Lettuce, Lime, Mammoth, Blue Spicy, Sweet Basil y Licorice, ya que en este corte
la mayoria de las plantas ya estaban en la etapa de prefloracion, es decir, con brotes
laterales adecuados para el corte; ademds, las variedades que habian sido
cosechadas en la primera semana, ya tenian brotes listos para otro corte. Por otro
lado, la variedad Italia fue la que registro los valores mas bajos en este corte (0.5

brotes por planta).

En el nimero de brotes totales (BT) por planta, las variedades Lime y Blue Spicy
registraron los valores mas altos, con una media de 5.6 brotes; en estas variedades
se observo un crecimiento acelerado de brotes laterales cada semana, con lo que
garantizaron al menos dos cortes. En otro grupo, las variedades Thai y Limén
mostraron valores significativos, aunque éstos no fueron estadisticamente
diferentes de Licorice, Siam Queen, Dark Opal, Red Velvet Leaf y Morada. Los
valores mas bajos se registraron en Sweet Basil, Lettuce y Mammoth, plantas con
retraso de desarrollo y escasa area foliar debido a la infeccion de mildiu durante las

primeras semanas posteriores al trasplante.

El rendimiento por planta del primer corte (R1), las variedades Blue Spicy y Morada
mostraron los valores mas altos con 15.48 y 14.66 g, respectivamente, aunque no
fueron diferentes (P<0.05) de las variedades Lime, Canela y Licorice, aunque son
morfolégicamente diferentes, las caracteristicas de los brotes fueron similares
(longitud y tamafio de hoja) en dichas variedades. La variedad Mammoth no emitié

brotes, por lo que su rendimiento fue cero en esta etapa.

Para el segundo corte (R2), la variedad Lettuce registré el mayor rendimiento,
aunque estadisticamente no fue diferente de hojas grandes de Italia, Mammoth y
Canela; estas variedades (excepto Canela) tienen las hojas mas grandes, por lo que
la media del rendimiento fue 19.5 a 22.6 g en los brotes generados (1 a 3 brotes).
Brisefio et al. (2013), reportaron que cada planta de albahaca produce en promedio
360 g de peso fresco durante su ciclo de produccion, el cual va de 12 a 16 semanas,

es decir, 22.5 a 30 g por semana, por lo que los datos registrados se encuentran
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dentro del rango 6ptimo de rendimiento. En contraparte, la variedad Limoén fue la

gue registré6 menor rendimiento y nimero de brotes en este corte.

En el rendimiento por planta del tercer corte (R3) la variedad Lettuce nuevamente
registré el mayor valor, con una media de 17.13 g, aunque estadisticamente no fue
diferente de Sweet Basil, Mammoth y Siam Queen. Por otro lado, las variedades
gue mostraron los valores mas bajos en rendimiento fueron Dark Opal, Morada,
Limon, Thai, Red Velvet Leafy Lime, estos a causa de que la mayor parte de brotes
de estas variedades fueron cortados durante la semana 1 y 2, por lo que en la

semana 3 los brotes seguian en crecimiento.

En el rendimiento total por planta (RT), la variedad Lettuce fue la que registré el
mayor rendimiento (41.71 g) a lo largo de las 3 semanas de cosecha, aunque fue
estadisticamente igual a las variedades Blue Spicy, Canela, Italia y Sweet Basil. Por
otro lado, la variedad Limon tuvo el menor rendimiento total (17.40 g), debido a que
fenotipicamente es una variedad con tallos delgados, baja altura y hojas pequefias.
Tal como lo reporté Fernandez (2001), las variedades fino verde (por las
caracteristicas, es una variedad similar a Thai, ya que sus hojas son pequefas) y
gran verde (por sus caracteristicas de hoja ancha, seria una variedad similar a
Sweet Basil) presentaron los valores de rendimiento mas bajos, y la variedad hoja

de lechuga el rendimiento mas alto, similar fisicamente a la variedad Lettuce.
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Cuadro 5. Comparacion de medias Tukey de las variables niamero de brotes y rendimiento (por corte y total) del

cultivo de albahaca bajo invernadero e hidroponia.

Bl B2 B3 BT R1 R2 R3 RT
Red Velvet 0.94 def 1.88 abcd 1.18 abc 4.00 bc 4.86 def 10.82 cd 4,97 ¢ 20.65 ef
Licorice 1.88 abc 1.53 abcd 0.92 abc 4.34 bc 11.12 abc 12.18 bcd 8.71 bc 32.00 bc
Lime 2.73 a 1.95 abc 1.03 abc 5.78 a 13.13 ab 11.27 cd 493 ¢ 29.36 bcd
Lettuce 0.13 fg 1.35 cd 1.09 abc 2.57 e 1.97 ef 22.61 a 17.14 a 4172 a
Sam Queen 0.37 efg 2.19 ab 1.67 a 4.21 bc 1.73 ef 14.37 acd 11.51 abc 27.49 cde
Blue Spicy 2.73 a 1.92 abc 0.99 abc 5.61 a 15.49 a 13.74 bcd 7.15 bc 36.37 ab
Mammoth  0.00 g 1.46 bcd 1.02 abc 2.48 e 0.00 f 16.60 abc 13.26 ab 29.86 bcd
Dark Opal 1.28 cd 1.59 abcd 1.19 abc 4.06 bc 5.73 cdef 10.56 cd 6.13 ¢ 22.41 def
Sweet Basi 0.72 defg 1.07 d 0.94 abc 2.74 e 6.40 cde 14.62 bcd 13.48 ab 34.88 abc
Limén 0.86 defg 2.18 ab 1.59 a 455 b 3.37 def 8.40 d 557c¢c 1740 f
Canela 1.59 bcd 1.31 cd 0.74 bc 3.64 cd 11.70 abc 16.02 abcd 7.77 bc 35.48 ab
H.G. ltalia  0.97 def 1.43 bcd 0.50 ¢ 2.90 de 8.35 bcd 19.54 ab 7.01 bc 34.90 abc
Thai 1.08 cde 2.31 a 1.29 ab 4.67 b 5.67 cdef 10.67 cd 546 ¢ 20.17 ef
Morada 2.18 ab 1.14 cd 0.56 bc 3.88 bc 14.66 a 11.34 cd 6.03 ¢c 32.59 bc
DMSH 0.88 0.83 0.77 0.86 6.04 7.91 6.70 7.83

B1: numero de brotes cosechados en la semana 1; B2: nimero de brotes cosechados en la semana 2; B3: numero de brotes
cosechados en la semana 3; BT: numero de brotes totales por planta cosechados durante la semana 1, 2y 3; R1: rendimiento
(g) de brotes por planta cosechados en la semana 1; R2: rendimiento (g) de brotes por planta cosechados en la semana 2;
R3: rendimiento (g) de brotes por planta cosechados en la semana 3; RT: rendimiento total (g) de brotes por planta cosechados
enlasemanal,2y3.
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Como resultado del analisis de varianza (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.), la interaccion entre densidad y variedad resulté con efecto significativo
en algunas de las variables de numero de brotes y rendimiento, por lo que se
procedi6 a detallar los resultados por medio de gréficas. Cabe aclarar que la
comparacion de medias es para las 3 densidades de cada una de las variedades,

no entre variedades.

El numero de brotes cosechados durante la semana 2 fue similar en todas las
variedades, con excepcion de las variedades Lime y Thai que registraron los valores

mas bajos en la D1 y D2 respectivamente. (d1: 9 plantas-m2; d2:12 plantas-m? d3: 15
plantas-m?; *medias con letras iguales en las variedades no son estadisticamente diferentes (tukey,
p< 0.05).

figura 5).
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D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P< 0.05).

Figura 5. Comparacion de medias de la variable numero de brotes, cosechados
durante el segundo corte, en tres densidades.

El nimero de brotes en la tercera semana fue significativo, se observé que las
variedades Dark Opal y Lime presentaron el valor mas bajo en D1 y D3,
respectivamente con relacion al resto de las variedades evaluadas; la variedad Siam

Queen presento el valor mas alto en la D2 (di: 9 plantas-m? d2:12 plantas-m2; d3: 15
plantas-m?; *medias con letras iguales en las variedades no son estadisticamente diferentes (tukey,
p < 0.05).

figura 6). Cabe mencionar que la variedad Red Velvet fue afectada por mildiu y el

crecimiento de nuevos brotes después del primer y segundo corte fue lento por lo
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gue no se registrdo numero de brotes en las parcelas con 9 y 15 plantas (D1 y D3,

respectivamente) durante el tercer corte.

w
o
S

NUmero de brotes
BooRNN
o o1 o al
(@] o o o
@/ )

a
aa aa b b a a
a a aa ab
: I a |I I I I a
< N
\}@ o >

0.50
0.00
@ %) S ) N S <
& O RY 2 | o & ° ’b
b@ \.>CPK \/Q’&\ N e;%Q & Q,‘"o & o 0{00 C')'% < @O{b
Q@ o I NS

D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 6. Comparacion de medias de la variable numero de brotes, cosechados
durante el tercer corte, en tres densidades.

El nimero de brotes totales cosechados por planta fue significativo, se observé que
Licorice mostré6 mayor numero de brotes en D1 aunque este valor no es diferente
de la D2; Lime registr6 mayor numero de brotes en la D2 aunque este valor no es
diferente de la D1. En ambas variedades se observé el menor nimero de brotes en

la D3 (d1: 9 plantas-m2; d2:12 plantas-m2; d3: 15 plantas-m2; *medias con letras iguales en las
variedades no son estadisticamente diferentes (tukey, p < 0.05).

figura 7). Aunque las variedades Red Velvet y Blue Spicy no mostraron diferencia
es importante resaltar que registraron alto nimero de brotes cosechados (de 5 a 6)
al menos en una de las densidades evaluadas.
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D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 7. Comparacion de medias para la variable de numero total de brotes
cosechados durante los cortes 1, 2y 3, en tres densidades.

Para el primer corte se observé que las variedades Lime, Blue Spicy, Canela e Italia
obtuvieron el mayor rendimiento en la D1. Lime y Blue Spicy mostraron el menor

rendimiento en la D2, mientras que Canela e Italia lo registraron en la D3 (D1: 9
plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades no
son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 8). Cabe mencionar que Mammoth fue de las variedades afectada por mildiu
y ademas es una planta de porte bajo, por lo que fue la Unica variedad que aun no

desarrollaba brotes para cosecha.
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D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 8. Comparacion de medias para el rendimiento obtenido durante el primer
corte en 3 densidades.

Durante el tercer corte, el rendimiento significativo se registré en la variedad Siam
Queen que mostro altos valores en la D2, Blue Spicy registro valores altos con la
D1 y valores bajos con la D2, mientras que Sweet Basil tuvo valores bajos en la

densidad 3 (D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m2; *Medias con letras iguales en
las variedades no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 9). En la variedad Red Velvet, los brotes de las plantas en D1 y D3 aun no

contaban con la longitud para corte, por lo que no se cosecharon.
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D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 9. Comparacion de medias para el rendimiento obtenido durante el tercer
corte en las 3 densidades.

Para el rendimiento total por planta la variedad Blue Spicy tuvo efecto significativo
en la D1 en la que registro el valor més alto, mientras que Mammoth y Canela lo
registraron en la D1 y D2 respectivamente; en ambas variedades se observo el valor
mas bajo en la D3 tal como se observa en la D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m2; D3: 15

plantas-m2; *Medias con letras iguales en las variedades no son estadisticamente diferentes (Tukey,
P < 0.05).

Figura 10. El resto de las variedades, aunque muestran una variacion de valores
entre densidades y variedades, estadisticamente no son diferentes.

Cabe mencionar que en la D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m2; *Medias con
letras iguales en las variedades no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 10 se observa la densidad en la que hubo mayor rendimiento por variedad,
siendo que en 8 variedades se registr6 mayor rendimiento en la D1 (Red Velvet,
Lime, Lettuce, Blue Spicy, Mammoth, Limon, Italia y Morada). En la D2 se obtuvo
mayor rendimiento en 4 variedades (Licorice, Siam Queen, Sweet Basil y Canela) y
en la D3 se obtuvo mayor rendimiento en Thai y Dark Opal. Ademas, es importante
resaltar que Lettuce, aunque fue afectada por mildiu, fue la variedad con mayor

rendimiento total por planta.
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D1: 9 plantas-m?; D2:12 plantas-m?; D3: 15 plantas-m?2; *Medias con letras iguales en las variedades
no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figura 10. Comparacion de medias para el rendimiento total obtenido durante la
cosecha 1, 2y 3 en las 3 densidades diferentes.

Con base en lo anterior se identificaron siete variedades (Lime, Licorice, Canela,
ltalia, Siam Queen, Sweet Basil y Mammoth) que registraron valores
significativamente bajos al menos en una de las variables medidas en la D3 (15
plantas-parcela?), lo cual puede deberse a que no hubo suficiente espacio para su
desarrollo individual y mayor competencia por luz, aire, agua y nutrientes, por lo que
produjeron menos follaje y disminuyeron su productividad. Es importante espaciar
las plantas siguiendo patrones establecidos o proveer mas nutrientes, mas luz y
mas circulacion de aire para cada planta, estas caracteristicas se pueden obtener

en un cultivo hidropdnico bajo invernadero (Acosta, 2003).
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Los resultados obtenidos en este experimento difieren con Guerrero (2008) quien
realizé un experimento en Montecillo, Estado de México, en el que realiz6 el cultivo
intensivo de aromaticas en sistema hidroponico e incluyo la albahaca manejada con
2 soluciones nutritivas y 3 densidades (14, 28 y 71 plantas m-?) variando la distancia
entre plantas a 20, 15y 10 cm, respectivamente. Observo que el mayor peso fresco
de la parte aérea de la planta se obtuvo con la densidad de 14 plantas m* con una
media de 350 g por planta y los valores mas bajos se registraron en la densidad de
71 plantas m?, con media de 160 g por planta; en contraste con este experimento,
se registro el peso de los brotes cosechados semanalmente y no toda la parte aérea
de la planta por lo que las media mas alta considerando el rendimiento total
corresponde a la variedad Lettuce, con una media de 45.13 g en la D1 (9 plantas

parcela?).

En Italia, Raimondi et al. (2006) evaluaron el rendimiento de dos cultivares de
albahaca (Napoletano y Genovese) en dos densidades: 66 y 100 plantas-m. El
manejo fue hidroponico en balsa flotante, y los resultados de rendimiento de hoja
fresca registraron una media de 28.4 g para la Napoletano y de 21.8 g para
Genovese. La variedad Lettuce tiene caracteristicas de forma y tamafio de hoja
similar a la var. Napoletano, sin embargo, los datos difieren, ya que en este
experimento en el R3 es donde se registré el mayor acercamiento a los resultados
obtenidos por Raimondi, con una media de 18.51 g planta. Mientras que el en RT
se registré la media mas alta en la D1 con 45.13 g en Lettuce. Por otro lado, la
variedad Genovese, podria ser morfologicamente similar a las variedades Sweet
Basil e Italia; El rendimiento registrado en el tercer corte (R3) en la D1 para la
variedad Sweet Basil fue 18.47 g dato cercano a lo reportado por Raimondi et al.
(2006); mientras que en el RT Sweet Basil e Italia rebasaron la media de 21.8
reportada por Raimondi et al. (2006) con 39.94 g en Sweet Basil en D2 y 38.87 g en
la variedad Italia en D1.

En la Universidad de Colorado, California, Succop y Newman (2004) condujeron un
experimento con albahaca Siam Queen bajo invernadero, en el cual evaluaron el
rendimiento de tres medios (sustratos) de sistemas de produccién hidroponica (lana,

de roca, perlita y turba) y dos formulas de fertilizantes (mezcla de fertilizantes
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organicos y fertilizante convencional), cada unidad experimental se conformé por 12
plantas, las cuales estaban distanciadas a 22.9 cm entre hileras y 22.9 cm entre
plantas. La cosecha se realizO semanalmente con el corte de los brotes que tenian
una longitud de 5 a 10 cm y se registro el peso fresco, la cosecha se realizé desde
el 31 de marzo hasta el 28 de julio. Los resultados expuestos por Succop y Newman
son similares e incluso menores a los reportados en este experimento, ya que el
rendimiento obtenido durante las primeras 3 semanas de cosecha aunque va en
aumento cada semana, es menor a 10 g por planta, lo cual es confirmado en este
experimento, ya que Siam Queen registro 0.67 a 2.28 g por planta durante el R1,
sin embargo, en el tercer corte (R3) en la D2 (12 plantas m?) se registré una media
de rendimiento de 17.19 g por planta lo cual es un rendimiento superior al que
registraron Succop y Newman (2004), esta diferencia podria estar basada en la
longitud del corte y el nimero de brotes cosechados.

Cansing y Santillan (2002) evaluaron el rendimiento de cuatro densidades (2 y 3
hileras y a 20 cm y 30 cm entre planta) y dos formas de aplicacion de fertilizante (a
granel y disuelta en agua) de la albahaca Genovese, la cual es una variedad con
caracteristicas similares a las variedades Sweet Basil e Italia, por lo que se podrian
contrastar los resultados obtenidos en este experimento; la cosecha la realizaron de
manera semanal y los resultados obtenidos con mayor rendimiento se registro en
la semana 1 en el tratamiento a dos hileras con una distancia de 20 cm entre plantas
con 45.6 g por planta, en la cosecha 2 y 3 el mayor rendimiento fue de 35.3 y 35.6
g por planta respectivamente, ambos en el tratamiento de dos hileras y 30 cm entre
plantas; los rendimientos registrados son mayores a los reportados en este
experimento, ya que el mayor rendimiento de la variedad Sweet Basil se observo en
R3 en la D1 con una media de 18.41 g por planta y el mayor rendimiento de la
variedad Italia se registré en el R3 en la D3 con una media de 10.44 g por planta.
Como se ha mencionado, la variabilidad genética es responsable en gran parte de
los resultados obtenidos entre las variedades, estas diferencias en la produccion de
biomasa fresca son un reflejo de diferentes estrategias fisioldgicas de adaptacion al
ambiente de cada cultivar. La adaptacion de plantas a los cambios ambientales

requiere respuestas con ajustes fisioldgicos, tales respuestas pueden variar debido
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a informacion intrinseca o extrinseca de las plantas (Albrizio & Steduto, 2005).
Aunque la respuesta de las plantas a una determinada condicién ambiental puede
desarrollar mecanismos diferentes aun perteneciendo al mismo género y especie
(Barbieri et al., 2012).

3.3 Resultados y Discusién de Analisis de Crecimiento

De acuerdo con el andlisis de varianza, el analisis de crecimiento de los tres
muestreos realizados (Cuadro 6, 7 y 8) hubo efecto significativo de las variedades

sobre las variables respuesta (P<0.05).

Cuadro 6. Cuadrados medios del andlisis de varianza para variables de andlisis de
crecimiento (muestreo 1) de 15 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.)

FV GL ALT1 DT1 NH1 PF1 AF1 PS1
VAR 14 20.61 ** 0.996 **  37.70 * 1.956 ** 494.83 ** 0.049 **
ERROR 105 2.46 0.116 5.39 0.244 68.68 0.015
TOTAL 119

cv 25.43 18.51 29.03 30.41 31.35 74.21

FV: fuente de variacion; Var: variedad; CV: coeficiente de variacion; GL: grados de libertad; ALT:
altura de la planta; DT: didmetro de tallo; NH: nimero de hojas; PF: peso fresco; AF: area foliar; PS:
peso seco; NB: nimero de brotes. **: significativo con P<0.01 *: significativo con P<0.05

Cuadro 7. Cuadrados medios del analisis de varianza para variables de analisis de
crecimiento (muestreo 2) de 15 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.).

FV GL ALT2 DT2 NH2 PF2 AF2 PS2
VAR 14 197.568 ** 3.57 ** 1736.4 ** 186.9 ** 27736.189 ** 1.72 **
ERROR 103 12.2746 0.16 104.3 23.26 4267.3544 0.27
TOTAL 117

Ccv 16.80 13.68 29.19 35.23 35.19 37.87

FV: fuente de variacion; Var: variedad; CV: coeficiente de variacion; GL: grados de libertad; ALT:
altura de la planta; DT: diametro de tallo; NH: nimero de hojas; PF: peso fresco; AF: area foliar; PS:
peso seco; NB: numero de brotes. **: significativo con P<0.01 *: significativo con P<0.05

La interaccion entre densidad y variedad no mostré efecto sobre las variables, como
se explicd anteriormente, esta interaccidn significativa entre densidad y variedad fue
causa de la variabilidad genética, ya que se observaron variedades mas precoces
gue otras, mientras algunas variedades ya contaban con brotes aptos para corte,
otras variedades apenas iniciaban con la emision de brotes laterales.

Cuadro 8. Cuadrados medios del andlisis de varianza para variables de analisis de
crecimiento (muestreo 3) de 15 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.).

FV GL ALT3 DT3 NH3 PFE3 AF3 PS3
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Var 14  365.688 ** 8.13 ** 28511 ** 1624 ** 322731.04 ** 27.89 **

Den 2 53.5484 0.17 143.85 113.7 9002.372 0.35
Var*Den 27 28.3823 0.57 1514.6 144 42216.488 3.66
Error 67 22.7076

Total 110

CVv 14.30 13.67 32.32 29.42 31.58 34.72

FV: fuente de variacion; Var: variedad; Den: densidad; CV: coeficiente de variacion; GL: grados de
libertad; ALT: altura de la planta; DT: diametro de tallo; NH: nimero de hojas; PF: peso fresco; AF:
area foliar; PS: peso seco; **: significativo con P<0.01 *: significativo con P<0.05

En la variable de altura de planta, en general, todas las variedades mostraron un
crecimiento exponencial en cada muestreo (Cuadro 9) hubo variacién de altura en

cada variedad debido a las diferencias morfoldgicas que presenta cada fenotipo.

Cuadro 9. Comparaciéon de medias de la variable de altura de planta en 14
variedades de albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad ALT1 (cm) ALT2 (cm) ALT3 (cm)
Red Velvet 5.30 bcde 18.25 def 30.3 cd
Licorice 6.51 abcd 24.28 abcd 40.8 ab
Lime 8.16 a 28.63 a 40.6 ab
Lettuce 8.44 a 23.15 abcde 40.6 ab
Siam Queen 7.16 abc 15.15 fgh 295 d
Blue Spicy 7.95 ab 19.65 cdef 39.1 abc
Mammoth 3.93 de 11.85 gh 18.9 e
Dark Opal 7.81 ab 22.91 abcde 32.3 bcd
Sweet Basil 4.89 cde 24.14 abcd 30.9 cd
Spice Globe 3.63 e 1159 h 185 e
Limon 5.36 bcde 17.79 efg 33.1 abcd
Canela 6.89 abc 25.81 ab 37.9 abcd
Hojas Grandes de Italia  4.69 cde 21.66 bcde 34.8 abcd
Thai 4.80 cde 21.75 bcde 29.0 d
Morada 7.08 abc 25.74 abc 416 a
DMSH 2.73 6.15 9.0

ALT1: Altura de planta del primer muestreo (37 dds). ALT2: Altura de planta del segundo muestreo
(57 dds). ALT3: Altura de planta del tercer muestreo (107 dds); *Medias con letras iguales en las
columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

Para algunas variedades los resultados obtenidos fueron un poco mayores a los
reportados por Yépez et al. (2016) en un estudio realizado en Montecillo, Estado de
Meéxico, en el que evaluaron 6 concentraciones de nitrogeno en el crecimiento y
respuestas fisioldgicas de albahaca, los datos que obtuvo de altura de planta a los
150 dias después de la siembra (120 dias después de la aplicacion de tratamientos)

oscilaron entre 22.7 y 36 cm, mientras que en este experimento a los 107 dias
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después de la siembra en las variedades Lettuce e Italia se registraron alturas de
34.8 a 40.6 cm. Cabe resaltar que en el presente experimento para el tercer
muestreo (ALT3) la altura de planta fue medida de la base del tallo al apice del brote
mas largo, puesto que las plantas ya habian sido podadas previamente del apice

principal (Cuadro 9).

En contraste, Reyes et al. (2014) evaluaron el desarrollo y crecimiento de 20
variedades de albahaca en condiciones de salinidad, en el testigo (sin aplicacion de
NaCl), la variable de altura de planta (52 dias después del trasplante) registro
valores superiores a los de este experimento, tal es el caso de la variedad Dark Opal
con 46.62 cm, e Italia con 47.50 cm; en el presente experimento estas variedades

registraron una altura de 32.3 y 34.8 cm respectivamente.

Para la variable diametro de tallo (DT), los datos del primer muestreo fueron
similares entre variedades debido a que las plantulas estaban iniciando su
crecimiento; en el muestreo 2 (DT2) hubo una notable diferencia en los datos, ya
gue la variedad Lettuce es la que registr6 mayor valor con una media de 4.25 cm,
aungue este valor no es estadisticamente diferente de los datos que se registraron
en las variedades Italia y Mammoth. El valor mas bajo se registré en la variedad

Limon, esta tendencia se mantuvo en el muestreo 3 (DT3) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de medias de la variable de diametro de tallo en 14
variedades de albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad DT1 (mm) DT2 (mm) DT3 (mm)
Red Velvet 1.40 bcd 241 e 3.3 ef
Licorice 1.93 ab 271 e 4.8 cd
Lime 1.78 abc 2.79 de 4.5 cde
Lettuce 2.35 a 4.25 a 6.3 a
Siam Queen 1.90 ab 2.89 cde 4.4 cdef
Blue Spicy 1.79 abc 271 e 4.3 cdef
Mammoth 225 a 3.64 ab 6.3 ab
Dark Opal 1.83 abc 271 e 4.0 def
Sweet Basil 1.94 ab 3.48 bcd 5.1 bcd
Spice Globe 1.80 abc 243 e 3.3 ef
Limon 1.09 d 150 f 32 f
Canela 228 a 3.53 bc 5.0 cd
Hojas grandes de Italia 1.96 ab 3.64 ab 6.4 a
Thai 1.30 cd 261 e 4.2 def
Morada 201 a 3.10 bcde 5.4 abc
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DMSH 0.59 0.70 1.2

DT1: diametro de tallo del primer muestreo (37 dds). DT2: diametro de tallo del segundo muestreo
(57 dds). DT3: didmetro de tallo del tercer muestreo (107 dds); *Medias con letras iguales en las
columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

Los DT registrados de algunas variedades son mayores a los reportados por Huito
(2016) ya que al evaluar dos variedades de albahaca con diferentes dosis de
biofertilizante obtuvo una media de 0.54 y 0.61 cm en las variedades Italian y Nufar,
respectivamente. En este experimento la variedad Italia registré6 una media de 0.64
cm, las diferencias pueden atribuirse al manejo del cultivo y como lo menciona Huito
(2016), al genotipo de cada variedad, siendo que el diametro de los tallos esta
influenciado principalmente por la heredabilidad de cada variedad.

En la variable de NH, la variedad Spice Globe, fue la que registré6 mayores valores
en cada uno de los 3 muestreos (NH1, NH2 y NH3), ya que es una variedad de
tamafio compacto y con multiples hojas diminutas (Cuadro 11). La variedad
Mammoth registro el valor mas bajo en cada uno de los muestreos con una media
de 5.4, 13.8 y 25.5 respectivamente, aunque estos valores no son estadisticamente
diferentes al resto de las variedades en NH1 o con algunas de ellas en NH2 y NH3.

Cuadro 11. Comparacion de medias de la variable de nimero de hojas en 14
variedades de albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad NH1 NH2 NH3
Red Velvet 7.0 bc 37.0 bc 80.0 def
Licorice 7.3 bc 29.0 bcd 131.8 bcd
Lime 8.4 bc 423 b 1938 b
Lettuce 7.1 bc 20.3 cd 69.1 def
Siam Queen 7.8 bc 388 b 108.0 bc
Blue Spicy 8.8 bc 30.5 bcd 172.0 bc
Mammoth 54 ¢ 138 d 255 f
Dark Opal 7.8 bc 385 b 89.8 def
Sweet Basil 6.3 c 27.6 bcd 58.1 ef
Spice Globe 146 a 78.1 a 265.6 a
Limon 6.8 bc 34.9 bc 131.5 bcd
Canela 10.4 bc 433 b 110.9 cde
Hojas grandes de Italia 6.8 bc 199 cd 62.3 def
Thai 8.3 bc 32.5 bc 95.8 de
Morada 7.6 bc 386 b 124.1 cde
DMSH 4.0 17.7 69.6
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NH1: nimero de hojas del primer muestreo (37dds). NH2: numero de hojas del segundo muestreo
(57 dds). NH3: nimero de hojas del tercer muestreo (107 dds); *Medias con letras iguales en las
columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

Moncayo et al. (2015) realizaron una evaluacion de los componentes de produccion
de albahaca (Ocimum basilicum L.) en la Comarca Lagunera, producida con tres
tipos de solucién nutritiva organica en invernadero teniendo como testigo una
solucién quimica. En los resultados de la variable de NH reportaron que el
tratamiento de solucion quimica obtuvo el mayor nimero de hojas con una media
de 103, la cual es superior a los valores reportados en el presente experimento en
las variedades Lettuce (69.1), Sweet Basil (58.1) e Italia (62.3); cabe resaltar que
estas variedades fueron de las mas afectadas por mildiu velloso (Peronospora
belbahrii) por lo que tuvieron una importante perdida foliar durante el desarrollo y
crecimiento, sin embargo, estos valores registrados fueron superiores a los que
reportd Yepez et al.,(2016) en la misma variable, con medias de 25 + 5.5y 49.7 +
5.0.

En el caso del area foliar (AF), para los primeros muestreos (AF1y AF2), la variedad
Mammoth registro el valor mas alto con una media de 39.58 (diferente de Licorice,
Blue Spicy y Siam Queen)y 282.2 cm? (diferente de Licorice, Dark Opal, Blue Spicy,
Spice Globe, Limén y Thai) respectivamente; sin embargo, como se muestra en el
iError! La autoreferencia al marcador no es valida., en el AF3 fueron las
variedades Lime y Lettuce las que registraron los valores mas altos con medias de
1004.1 y 985.8 cm?, respectivamente, aunque estos valores no fueron diferentes de
Licorice, Blue Spicy, Canela, Italia y Morada. En contraste, en el AF1 la variedad
Spice Globe registro el valor mas bajo con una media de 12.46 cm?, en el AF2, fue
la variedad Limén, con una media de 58.8 cm? en el AF3 se registré en la variedad
Thai, con una media de 340.1 cm? estas diferencias son debido al fenotipo de la
planta, ya que morfolégicamente hubo mucha variacion del tamafo, forma, y

namero de hojas entre cada una de las variedades.

Cuadro 12. Comparacion de medias de la variable &rea foliar en 14 variedades de
albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad AF1 (cm?) AF2  (cm?) AF3  (cm?)
Red Velvet 25.59 abc 191.0 abcd 372.4 de
Licorice 24.35 bc 163.3 bcde 815.7 abc
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Lime 26.08 abc 218.4 abcd 1004.1 a

Lettuce 3241 ab 251.7 abc 985.8 a
Siam Queen 25.07 bc 166.8 abcde 487.7 cde
Blue Spicy 24.25 bc 140.9 cde 962.7 ab
Mammoth 39.58 a 282.2 a 533.7 cde
Dark Opal 32.84 ab 161.2 bcde 582.4 bcde
Sweet Basil 35.63 ab 193.3 abcd 577.7 bcde
Spice Globe 12.46 c 112.9 de 584.6 bcde
Limon 15.85 ¢ 58.8 e 381.0 de
Canela 30.49 ab 260.3 ab 745.8 abcd
Hojas grandes de Italia 26.53 abc 212.0 abcd 732.8 abcde
Thai 13.52 ab 127.1 de 340.1 e
Morada 31.85 ab 222.0 abcd 730.3 abcde
DMSH 14.39 116.4 399.6

AF1: area foliar del primer muestreo (37 dds). AF2: area foliar del segundo muestreo (57 dds). AF3:
area foliar del tercer muestreo (107 dds); *Medias con letras iguales en las columnas no son
estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

Los datos reportados por Yepez et al. (2016) se registraron en un rango de 335.8 +
83.1 a 606.9 + 89.9 cm?, los cuales, por las caracteristicas morfolégicas de la
variedad que evaluo (hoja grande) podrian contrastarse con las variedades Lettuce,
Sweet Basil, e Italia que registraron una media de 985.8, 577.7 y 732.8 cm?
respectivamente, por lo que son datos dentro del rango o superior a este; cabe
mencionar que estas variedades fueron afectadas por mildiu velloso desde el
trasplante, por lo que hubo pérdidas significativas del area foliar durante su

desarrollo.

Reyes et al. (2014) obtuvieron valores superiores a los de este experimento, en su
caso, las variedades que fueron sometidas a estrés salino, registradas fueron 857.6,
1514.6, 1394.9, 1619.6, 1210.4, 891 y 857.4 cm? correspondientes a las variedades
Lemon, Siam Queen, Thai, Dark Opal, Spice Globe y Cinnamon, respectivamente.
Con base en lo anterior es importante considerar las labores culturales que se
realizan a la planta, tales como la poda de crecimiento lateral, la cual podria ser un
indicador de la variabilidad en los resultados, asi como la variacion de temperatura

y HR que requiere cada variedad para tener su 6ptimo desarrollo.

En la variable de peso fresco (PF) se observo que durante el muestreo 1y 2 (PF1,

PF2), la variedad Mammoth registr6 el mayor valor con 2.55 y 22.23 g
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respectivamente, aunque estos valores no son diferentes de Lettuce, Sweet Basil
Canela, Morada e Italia; en el tercer muestreo (PF3) Lettuce registré el valor mas
alto (72.1 g) aunque no es diferente de las variedades Licorice, Lime, Blue Spicy,

Mammoth, Spice Globe, Canela, Italia y Morada (Cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de medias de la variable peso fresco en 14 variedades de
albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad PF1 (9) PF2 (g) PF3 (9)
Red Velvet 1.224 cde 10.62 bcd 238 d
Licorice 1.496 bcde 12.58 bcd 60.5 abc
Lime 1.628 bcde 15.88 abc 60.7 abc
Lettuce 2.165 ab 21.31 a 721 a
Siam Queen 1.583 bcde 10.15 bcd 35.7 cd
Blue Spicy 1.430 bcde 10.35 bcd 64.1 ab
Mammoth 2.553 a 22.23 a 47.5 abcd
Dark Opal 1.604 bcde 10.79 bcd 349 cd
Sweet Basil 2.126 ab 15.31 abc 42.4 bcd
Spice Globe 1.038 de 10.99 bcd 47.0 abcd
Limon 0.906 de 476 d 24.8 d
Canela 2.013 abc 18.52 ab 53.0 abc
Hojas grandes de lItalia 1.729 abcd 15.73 abc 56.3 abc
Thai 0.836 e 9.03 cd 245 d
Morada 2.021 abc 17.17 abc 59.1 abhc
DMSH 0.857 8.46 26.7

PF1: peso fresco del primer muestreo (37 dds). PF2: peso fresco del segundo muestreo (57 dds).
PF3: peso fresco del tercer muestreo 8107 dds); *Medias con letras iguales en las columnas no son
estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

Burgos, et al. (2016) condujeron un experimento en Argentina, en el que analizaron
dos variedades de albahaca (albahaca de hoja ancha y albahaca morada) para
evaluar el efecto de la aplicacion de bioestimulante previo al trasplante, por lo que
dentro de la variables evaluadas estuvo el peso fresco de la planta entera; previo a
la primera cosecha (5 meses después del trasplante) los valores promedio para las
plantas testigo (sin aplicacion de bioestimulante) fueron de 225.33 g en la albahaca
de hoja ancha y 129.33 g en albahaca morada; estos resultados se encuentran por
encima de los obtenidos en este experimento ya que las variedades como Lettuce,
Sweet Basil e Italia son consideradas de hoja ancha y registraron medias de 72.1,
42.4 y 56.3 g, respectivamente; de igual manera la albahaca Morada registré una
media de 59.1 en este experimento, valor que es inferior al reportado por Burgos et
al. (2016). Estas variaciones de datos podrian ser atribuidas al manejo agronémico
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del cultivo, al tipo de semilla y sobre todo al periodo de cosecha, ya que en el
experimento de Burgos et al. (2016) el peso se registro a los 150 ddt, en tanto que
en este experimento se hizo a los 71 ddt.

En el peso seco del primer muestreo (PS1) la variedad Red Velvet registro el valor
mas alto con una media de 0.421 g similar a la variedad Sweet Basil (0.211 g) y
superior al resto de las variedades. El valor mas bajo se registré en la variedad
Limon (0.089 g), aunque estadisticamente no fue diferente del resto de las

variedades, con excepcion de Red Velvet.

Cuadro 14. Comparacion de medias de la variable peso seco en 14 variedades de
albahaca a los 37, 57 y 107 dds en Chapingo, México.

Variedad PS1 (g) PS2 (g) PS3 (Q)
Red Velvet 0.421 a 0.97 cd 23 f
Licorice 0.149 b 1.30 abcd 7.3 abcd
Lime 0.153 b 1.52 abc 7.3 abcd
Lettuce 0.164 b 1.99 ab 93 a
Siam Queen 0.153 b 1.24 bcd 5.9 abcdef
Blue Spicy 0.133 b 0.99 cd 7.8 ab
Mammoth 0.158 b 215 a 4.8 bcdef
Dark Opal 0.140 b 0.97 cd 3.2 ef
Sweet Basil 0.211 ab 1.41 abc 4.4 bcdef
Spice Globe 0.096 b 1.02 cd 6.1 abcdef
Limoén 0.089 b 0.46 d 3.9 cdef
Canela 0.186 b 1.95 ab 6.5 abcde
Hojas grandes de ltalia 0.164 b 1.61 abc 6.7 abcde
Thai 0.095 b 1.16 bcd 3.5 def
Morada 0.185 b 1.79 abc 7.5 abc
DMSH 0.214 0.92 3.9

PS1: peso secodel primer muestreo (37 dds). PS2: peso seco del segundo muestreo (57 dds). PS3:
peso seco del tercer muestreo (107 dds); *Medias con letras iguales en las columnas no son
estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.01).

En el segundo muestreo (PS2) Mammoth registr6é el valor méas alto con 2.15 g
aungue este valor no es diferente de las demas variedades. En el tercer muestreo
(PS3) la variedad que registré el valor mas alto fue Lettuce con una media de 9.3 g,
este valor es diferente de las variedades Red Velvet, Mammoth, Dark Opal, Sweet
Basil, Limén y Thai (Cuadro 14).
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Al respecto, datos reportados por Moncayo et al. (2015) en albahaca variedad nufar,
irrigada con solucién quimica, fueron de 12.0 y 12.3 g, valores superiores a los
reportados en este experimento al contrastarlos con las variedades Lettuce, Sweet
Basil e Italia, (variedades morfolégicamente similares a la variedad Nufar) ya que
registraron una media de 9.3, 4.4 y 6.7, respectivamente. Una de las causas de la
diferencia de valores puede ser el método utilizado para secar las plantas, ya que
Moncayo, et al., (2015) colocaron las plantas en bolsas de papel y las dejaron secar
a temperatura ambiente, por lo que, probablemente, no perdieron la humedad en su
totalidad.

En contraste, Yepez (et al., 2016) registraron valores de peso seco entre 1.2 £ 0.3
a 1.7 £ 0.4 g en albahaca de hoja grande, los cuales son menores a los reportados

en este experimento.

En general, la TAC mostré una tendencia de aumento exponencial en 5 variedades
(Cuadro 15) de las cuales, Lettuce registro el mayor valor de acumulacion de
materia seca (145.73 mg d). Por otra parte, las variedades que mostraron una
acumulacion exponencial de materia seca fueron Licorice (de 54.65 a 119.79 mg d
1), Lime (de 65.81 a 115.45 mg d*) Blue Spicy (de 40.95 a 136.13 mg d!) y Spice
Globe (de 43.75 a 101.78 mg d?). En contraste las variedades Mammoth y Thai
registraron un decremento de valores en la TAC2, que se debe al genotipo de la
planta y a su morfologia, en el caso de Mammoth, es una variedad de porte
pequefio, y con hojas muy anchas, y Thai mostré un crecimiento lento desde el

trasplante.

Cuadro 15. Estimadores de crecimiento calculados de TAC, TRC y TAN en 15
variedades de albahaca.

TAC1 TAC2 TAN1 TAN2
Variedad (mgd?l) (@mgd') TRC1I TRC2 @mMmgdYH (mgd)h
Red Velvet 26.13 26.28 37.56 16.15 241.28 93.29
Licorice 54.65 119.79 75.63 27.92 582.44 24473
Lime 65.18 115.45 77.88 26.19 533.30 188.89
Lettuce 86.79 145.73 80.73 25.89 610.94 235.53
Siam Queen 51.67 94.05 74.34 26.21 538.64 287.41
Blue Spicy 40.95 136.13 72.80 30.97 495.90 246.70
Mammoth 95.06 53.60 82.26 15.34 590.88 131.40
Dark Opal 39.64 44.27 71.27 21.29 408.56 119.07
Sweet Basil 56.85 59.78 70.34 20.62 496.54 155.06
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Spice Globe 43.75 101.78 78.74 28.59 697.85 291.83

Limon 17.86 68.00 64.64 31.43 478.63 309.26
Canela 83.93 91.68 78.62 21.62 577.28 182.26
Italia 68.69 101.53 77.62 24.50 576.03 214.94
Thai 50.71 47.72 80.82 20.28 721.14 204.27
Morada 76.22 113.51 77.36 24.55 600.58 238.39

TAC: Tasa Absoluta de Crecimiento TRC: Tasa Relativa de Crecimiento TAN: Tasa de Asimilacion
Neta; *Medias con letras iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey,
P<0.01).

Con base en las etapas fenoldgicas descritas por Barroso & Jerez (2002), los datos
de la TAC1 fueron registrados previo a la emision del primer par de brotes axilares,
por lo que no habia limitantes de recursos (luz, agua) en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, y las hojas se encontraban con suficiente capacidad fotosintética, es
decir, habia suficiente captacion de luz para la generacion de fotoasimilados. En el
segundo registro de datos de la TAC2 ya habian pasado 57 dias después de la
siembra, algunas variedades se encontraban en fase de prefloracién, y la mayoria
habian emitido al menos un par de brotes axilares, por lo que se manifesto el

crecimiento exponencial y la méxima acumulacion de materia seca.

La Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) representa la capacidad de la planta para
producir material nuevo por unidad de tiempo, en este experimento los datos
registrados en la TRC2, fueron menores a la TRC1 en todas las variedades, ya que
las hojas pasaron a ser exportadores de fotoasimilados hacia los 6rganos en
demanda, en este caso, las flores y la formacion de nuevas hojas (formacion de
brotes laterales), ya que el tercer muestreo se realizé un dia antes de la cosecha,
aunque también hay que tener en cuenta que el ambiente y las condiciones de
manejo pueden tener un elevado impacto sobre la TRC, en este experimento se
realiz6 poda de brote apical, lo cual pudo haber influido en la distribucion de
fotoasimilados. También hay que considerar que la fuerza de la demanda de un
organo es una medida de su capacidad para absorber fotoasimilados. Se puede
expresar en funcién del tamafio de su masay por su actividad o tasa de captacion.
Situacién que cambia con el tiempo, probablemente determinada por la fenologia
de la especie (Argandoiia & Silva, 2007).
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Los valores mas bajos se presentaron en la TAN2, los cuales estuvieron en
correspondencia con los valores més altos en el AF3, esta diminucion puede
atribuirse al autosombreado, generado por el mayor tamafo del dosel vegetal al
incrementar la densidad de poblacion y al aumento de la senescencia de las hojas
(Scott & Batchelor, 1979). Esto lleva a una disminucion de TAN, que va a depender
en buena parte de la estructura del canopeo (por ejemplo, la disposicion mas o

menos erecta de las hojas) (Di Benedetto & Tognetti, 2016).

3.4 Conclusiones

El mayor rendimiento en la D1 (9 plantas parcelal) se registré en las variedades
Red Velvet, Lime, Lettuce, Blue Spicy, Mammoth, Limén, Italia y Morada. En la D2
(12 plantas parcela?) se obtuvo mayor rendimiento con Licorice, Siam Queen,
Sweet Basil y Canela. En la D3 (15 plantas parcela™) se obtuvo mayor rendimiento
en Thai y Dark Opal.

La variedad Lettuce, fue la que registré mayor rendimiento total de hoja fresca por

lo que en la region del Valle de México se podria cultivar esta variedad.

El uso de invernadero y el manejo de sistema hidropdnico presentan un area de
oportunidad para la produccién intensiva de albahaca para consumo en fresco o

procesado.

El analisis de crecimiento permitié conocer las respuestas y adaptaciones de las
variedades estudiadas bajo una produccion de ambiente controlado en un sistema
hidropénico.

Las variedades Lettuce, Licorice, Lime, Blue Spicy y Spice Globe incrementaron de
manera exponencial la Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC) ya que fueron los

cultivares que mejor se adaptaron a las condiciones ambientales del experimento.

3.5 Recomendaciones

Se recomienda realizar un estudio de rentabilidad en el manejo con sistema

hidropénico de albahaca en esta zona.
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Se recomienda realizar experimentos especificos con las variedades que mejor

desarrollo y rendimiento mostraron.

Cultivar las variedades que se vieron afectadas por mildiu bajo condiciones de
invernadero con mayor ventilacién (invernaderos con ventilacion cenital, ventanas

mas amplias que permitan mayor circulacién del aire al interior).

Se recomienda realizar estudios de densidades mas altas (mayores a 15 plantas m-
2) de las variedades que tuvieron mejor rendimiento para conocer el potencial de las

mismas.

Realizar experimentos con las variedades mejor adaptadas a la region y probar
diferentes sistemas de manejo (nutrientes, fertilizantes, sustratos, niveles de luz,

etc.) con la finalidad de experimentar la maxima productividad.
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4 PERFIL QUIMICO DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DE
ALGUNAS VARIEDADES DE ALBAHACA

(Ocimum basilicum L.)

RESUMEN

El aceite esencial de la albahaca se obtiene generalmente de las hojas y flores,
mientras que su caracter aroméatico esta determinado por el genotipo, y depende de
factores ambientales. El objetivo de esta investigacion fue analizar los componentes
guimicos del aceite esencial de dieciséis variedades de albahaca, cultivada bajo
invernadero con sistema hidroponico. El aceite esencial de las hojas de albahaca
se obtuvo por la técnica de hidrodestilacion. Cada uno de los aceites se sometio a
microextraccion en fase solida y posteriormente se analizé en un cromatografo de
gases acoplado a un espectrometro de masas. Aungue la variedad Lime tuvo el
mayor rendimiento de aceite esencial (porcentaje), éste fue inferior al reportado en
la literatura. Para todas las variedades de albahaca se detectaron en total cuarenta
y dos componentes, de los cuales ocimeno, norpineno, limoneno y cineol estuvieron
presentes en nueve 0 mas variedades. Los componentes mayoritarios fueron
acetato de alfa-fenquilo, acetato de fenquilo, antranilato de linalilo, 4-(2,3-dimetil-2-
ciclopenten-1-il)-4-metilpentanal, anetol, formiato de linalilo, ocimeno y estragol.

Palabras clave: aceite esencial, hidrodestilacién, Ocimum basilicum, compuestos
volatiles.

ABSTRACT

The essential oil of basil is generally obtained from the leaves and flowers, while its
aromatic character is determined by genotype and depends on environmental
factors. The objective of this research was to analyze the chemical components of
the essential oil of sixteen basil varieties, grown under greenhouse with hydroponic
system. The essential oil of basil leaves was obtained by the hydrodistillation
technique. Each of the oils was subjected to solid-phase microextraction and
subsequently analyzed in a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer.
Although the Lime variety had the highest essential oil yield (percentage), it was
lower than reported in the literature. For all basil varieties, a total of forty-two
components were detected, of which ocimene, norpinene, limonene, and cineol were
present in nine or more varieties. The major components were alpha-phenyl acetate,
phenyl acetate, linalyl anthranilate, 4-(2,3-dimethyl-2-cyclopenten-1-yl)-4-
methylpentanal, anethole, linalyl formate, ocimene and estragole.

Key words: essential oil, hydrodistillation, Ocimum basilicum, volatile compounds.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales estan constituidos por una mezcla muy compleja de
compuestos, cuyas caracteristicas principales son su volatilidad y origen vegetal,
son solubles principalmente en etanol, cloroformo, aceites fijos e insolubles en agua
(Geisner, 1980; Dudareva et al., 2006). Son los principales responsables de las
fragancias florales y su composicion y propiedades sensoriales varian aun en la
misma planta (Geisner, 1980; Dudareva et al., 2006). Los aceites esenciales o
aromas vegetales son principalmente formados mediante la accion de enzimas, que
provienen del metabolismo de los &cidos grasos (Gunter, 1991).

También se definen como mezclas de compuestos volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas, constituidos en su mayor parte por
terpenoides, incluyendo monoterpenos y sesquiterpenos (los diterpenos también
podrian estar presentes) y sus derivados oxigenados (Bozovi¢ et al., 2017).
Ademaés, se pueden encontrar hidrocarburos alifaticos, &cidos y alcohols, aldehidos
ésteres aciclicos o lactonas, y excepcionalmente compuestos que contengan
nitrdgeno o azufre, coumarinas y homologos de los fenilpropanoides (Bozovi¢ et al.,
2017).

Desde la antigliedad, el aceite esencial de la albahaca, extraido principalmente por
la técnica de destilacion por arrastre de vapor, se ha utilizado como saborizante en
las comidas, en la elaboracion de perfumes, cosmeéticos y en la industria de la
aromaterapiay la farmacéutica. La India es uno de los paises donde se cultivan mas

especies de albahaca para exportar sus productos (Patel et al., 2016).

El cultivo de Ocimum basilicum L. es de suma importancia econémica global, con
una produccion mundial anual de 100 T de aceites esenciales sintetizados y
almacenados en tricomas glandulares especializados, ubicados en diversos
organos de la planta (flores, hojas, brotes, tallos y semillas) con una calidad que
depende de factores externos (climaticos y agrondémicos) e internos del cultivo como
la variedad, edad de la planta y érgano utilizado (Chirinos et al., 2006). La cantidad

y composicion del aceite esencial varia de una especie a otra 'y dentro de los mismos
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géneros de la planta (Montoya, 2010). Dependiendo de la especie, se calcula que
un aceite esencial puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos (Stashenko,
2009).

El aceite esencial de la albahaca se obtiene generalmente de las hojas y flores, y
se recomienda aislarlo durante la etapa de floracion de la planta. Existen
aproximadamente 150 especies de Ocimum, de las cuales la mayor parte posee
aceites esenciales. Aunque solo los aceites de O. basilicum y O. gratissimum son

producidos comercialmente (Zheljazkov et al., 2008).

El caracter aromatico de cada tipo de albahaca (Ocimum basilicum L.), esta
determinado por el genotipo, y depende de los compuestos quimicos presentes en
los aceites esenciales, los cuales consisten basicamente en monoterpenos y
fenilpropanoides (Lawrence, 1995). En la explotacion comercial de aceites
esenciales se debe considerar el uso de variedades adaptadas, el manejo
agronémico y tres aspectos relacionados con la ontogenia de las plantas: 1. La
formacién de materia seca; 2. El contenido de aceite por unidad de biomasay 3. La

composicion quimica. (Hay & Waterman, 1993).

Cuando se hace uso de un aceite esencial se debe tener en cuenta que se trata de
un producto extractivo (obtenido por extraccion directa de la planta) cuya
concentracion rara vez supera el 1 % del peso de la planta seca (Montoya, 2010).
Ello significa que, si se va a emplear 1 g de aceite esencial, en realidad se esta
empleando cerca de 100 g de planta seca, lo cual representa una dosis muy

considerable (Montoya, 2010).

La mayoria de las plantas contienen de 0,01 a 10 % de contenido de aceite esencial.
La cantidad media que se encuentra en la mayoria de las plantas aromaticas es
alrededor de 0.1 a 2 % (Gennari, 1996)

La variacion de la composicién quimica del aceite esencial de albahaca es grande,
esto debido a que esta planta crece en diferentes partes del mundo, lo cual dificulta

también la estandarizacion internacional de su aceite (Gonzalez et al., 2011).

Los aceites de Ocimum presentan marcadas diferencias en la composicion, y

algunos quimiotipos de diversos origenes geogréaficos se han clasificado en: el
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guimiotipo Europeo, considerado como el de olor mas fino, presentando el linalol y
estragol como componentes principales; el quimiotipo Reunién, se caracteriza por
altas concentraciones de estragol; el quimiotipo tropical, es rico en cinamato de
metilo; y un quimiotipo de Africa del norte y de la antigua Union Soviética es rico en

eugenol (Marotti et al., 1996).

La Hidrodestilacion (HD) es el método mas empleado en la extraccion de aceites
esenciales (Bampouli et al., 2014). En este tipo de destilacion la matriz vegetal se
encuentra sumergida en el agua que servira como agente extractor. Una vez
cargado el equipo el contenido es llevado a ebullicion y el vapor generado arrastra
consigo el aceite esencial disponible. Luego el vapor es condensado para
posteriormente separar el aceite del hidrosoluble generado mediante decantacion
(Lawrence, 1995).

A escala de laboratorio el equipo mas empleado es el de Clevenger (Glinther, 1948),
siendo considerado en varios estandares internacionales, como el mas adecuado
para la determinacion del contenido total del aceite esencial de una planta aromética
(Cerpa, 2007).

El tiempo total de destilacién es funcién de los componentes presentes en el aceite
esencial. Si el aceite contiene compuestos de alto punto de ebullicion, el tiempo de

destilacion debera ser mayor (Bandoni, 2000).

Reyes et al. (2007), sustentaron que el aceite esencial de albahaca ha sido
ampliamente estudiado en el mundo, en donde se reporta que los compuestos
mayoritarios del aceite esencial son el estragol, 1,8-cineol, linalol, eugenol y (E)

cinamato de metilo.

Ramirez et al. (2013) realizaron un experimento en Colombia con la finalidad de
determinar las variaciones en el rendimiento, la composicion quimica y actividad
antioxidante del aceite esencial de Ocimum basilicum L., cultivada bajo distintos
tratamientos de fertilizante, el aceite esencial se obtuvo mediante destilacion por
arrastre con vapor y su composicién quimica se determiné por CM-EM. Los
rendimientos del aceite esencial obtenidos fueron entre 0,07 y 0,1 %, y present6 un

total de 35 compuestos, de los cuales se presenté alta proporcion de compuestos
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aromaticos (estragol y eugenol en abundancia conjunta alrededor de 57 %) y

monoterpenos oxigenados (linalool y eucaliptol en 30 %).

En una investigacion preliminar sobre la composicion quimica se encontroé que el
aceite esencial de O. basilicum L. var. Canela y var. aloum, reportaron alto contenido
en fenilpropanoides y monoterpenos oxigenados. La var. Canela presentdé como
mayores componentes: eucaliptol (24,06 %) y eugenol (37,60 %), y la var. album:
(E)-cinamato de metilo (28,20 %) y linalool (18,16 %) (Beltran et al., 2010).

Rivas et al. (2015) realizaron un experimento en Venezuela, en el que determinaron
la composicion quimica del aceite esencial de albahaca, extraido por
hidrodestilacién, para lo cual, se colocaron 200 gramos de las hojas frescas de la
albahaca en 600 mL de agua destilada, durante 6 horas. Mediante el analisis
guimico en cromatografia de gases acoplado a un espectrofotometro de masas
(CG-EM) se identificaron 14 constituyentes, que constituian el 77,22 % del aceite.
El isoestragol (58,33 %), humuleno (5,71 %), eucaliptol (4,09 %), B-linalol (2,71 %),
cis-B-ocimeno (2,00 %) y alcanfor (1,63 %) fueron los mayores compuestos

volatiles.

Durante 1996, en Lafayette, Indiana, las albahacas disponibles comercialmente
fueron evaluadas, entre los datos registrados se encuentran los principales
componentes volatiles del aceite (cuadro 6) que se determinaron a partir de

cromatografo de gases.

Cuadro 16. Principales compuestos aromaticos en cultivares de albahaca
Variedad Principales compuestos aromaticos

Red Velvet linalool (70 %) 1,8 cineol (9 %) estragol (10 %) metil eugenol (6 %)

Licorice linalool (58 %) estragol (13 %)
Lime sin dato
Lettuce linalool (60 %) estragol (29 %)

Siam Queen sin dato
Blue Spicy sin dato
Dark Opal linalool (60 %) estragol (32 %)
Dark Opal linalool (80 %) 1,8 cineol (12 %)
Spice Globe linalool (55 %) 1,8 cineol (23 %)
Sweet Basil linalool (69 %) 1,8 cineol (11 %) metylchavicol (13 %)
Limon linalool (24%) citral (19%)
Canela linalool (47 %) cinamato de metilo (86 %)
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H.G. Italia  linalool (65 %) metylchavicol (18 %)

Thai citral
Morada sin dato
Holy B-cariofileno (75 %)

Fuente: (Simon et al.,1999)

El objetivo de este trabajo fue evaluar el rendimiento de aceite esencial en 16
variedades de albahaca cultivadas bajo invernadero con sistema hidropénico e
identificar la composicion quimica del aceite extraido de cada variedad.

4.1 Materiales y Métodos

4.1.1 Material vegetal

Las variedades de albahaca (16) se cultivaron en el invernadero del Campo Agricola
Experimental San Ignacio de la Universidad Auténoma de Chapingo, 56235
Texcoco, Estado de México a una altitud de 2250 msnm. Las semillas, para el cultivo
de las variedades Red Velvet, Licorice, Lime, Lettuce, Siam Queen, Blue Spicy,
Mammoth, Dark Opal, Sweet Basil, Spice Globe y Holy, fueron importadas de
Estados Unidos de América, mientras que las correspondientes a las variedades
Limon, Canela, Hojas grandes de lItalia, Thai y Morada, fueron adquiridas en

empresas nacionales (A. Red Velvet leaf B. Licorice C. Lime D. Lettuce E. Siam Queen F. Blue
Spicy G.Mammoth H.Dark opal |.Sweet Basil J.Spice Globe K.Limdn L.Canela M. Italia N. Thai O.
Morada P. Holy

Figura 11).

A. Red Velvet leaf B. Licorice C. Lime D. Lettuce E. Siam Queen F. Blue Spicy G.Mammoth H.Dark
opal I.Sweet Basil J.Spice Globe K.Limdn L.Canela M. Italia N. Thai O. Morada P. Holy

Figura 11. Variedades de albahaca cultivadas bajo invernadero.
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4.1.2 Extraccion

Previo al proceso de extraccion, las hojas de cada variedad de albahaca, en estado
de floracion, fueron cosechadas de manera manual en las primeras horas de la
mafana (9:00 a 10:00 h). Se seleccionaron plantas sanas y vigorosas de cada
variedad, para obtener una muestra representativa del material vegetal. Una vez
recolectado el material vegetal fresco se traslado al laboratorio donde se cortaron
las hojas finamente y se pesaron 100 g de hojas trozadas, las cuales fueron

sumergidas en 1000 mL de agua dentro de un matraz de fondo redondo.

La extraccién de los aceites esenciales se realizé por la técnica de hidrodestilacion
con equipo Clevenger; el matraz se calentd a temperatura constante por un lapso
de aproximadamente 2 horas y se continu6 con el procedimiento para la extraccion
de aceites esenciales en plantas aromaticas SAGARPA-CONACyYT (2012).

Al pasar las dos horas se apag6 la parrilla de calentamiento y el aceite se separo
por decantacién y se almacené protegido de la luz a -10 °C para su posterior
andlisis.

4.1.3 Anadlisis e identificacion

El andlisis quimico de los aceites esenciales de cada una de las 16 variedades se
llevé a cabo en un cromatografo de gases (7890 A, Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EUA) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent 240) con un detector de
trampa de iones. Primero, los compuestos volatiles se extrajeron segun el método
de microextraccion en fase soélida (SPME, por sus siglas en inglés), reportado por
Soria et al. (2003) utilizando una microfibra de
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS)  (SUPELCO,
Bellefone, PA). La desorcién de la microfibra se hizo en el puerto de inyeccion del
cromatografo a una temperatura de entrada de 250 °C. Se utilizé una columna VF-
5 MS (inerte 5 % fenilmetilpolisiloxano 30 m x 250 um x 0,25 ym) a un caudal de 1
mL/miny una presion de 0.5 atm. La temperatura del horno se ajusté a 60 °C durante
2 min, luego a 120 °C a 3 °C/min, y a 220 °C a 10 °C/min. El tiempo de operacion
para cada muestra fue de 40 minutos. El helio se utiliz6 como gas portador a un

caudal de 1.0 mL/min. Una mezcla de n-alcanos (C8-C17, Sigma) se analizd bajo
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las mismas condiciones que la muestra. Los tiempos de retencion de la muestray
los componentes de la mezcla de n-alcanos se utilizaron para calcular el indice de

retencion lineal.
4.2 Resultados y Discusion

4.2.1 Rendimiento

Los porcentajes de rendimiento de extraccion de los aceites esenciales varian
segun la planta, y en general son valores bajos para el caso de la albahaca varian
entre un 0.04 a 0.7 % (Fonnegra & Jiménez, 2007). De las variedades estudiadas
el mayor rendimiento que se registro fue en la variedad Lime con una media de 0.13
%; seguido por las variedades Limon, Thai y Spice Globe con valores de 0.12 %,
0.09 % y 0.08 % respectivamente (Cuadro 17).

Cuadro 17. Promedio de rendimiento (%) de los aceites esenciales obtenidos por
hidrodestilacion.

Variedad Media Desviacion estandar
Red Velvet 0.02 0.012
Licorice 0.04 0.010
Lime 0.13 0.028
Lettuce 0.02 0.010
Siam Queen 0.06 0.010
Blue Spicy 0.01 0.006
Mammoth 0.01 0.000
Dark Opal 0.04 0.012
Spice Globe 0.08 0.019
Sweet Basil 0.01 0.006
Limoén 0.12 0.020
Canela 0.04 0.011
H.G.ltalia 0.05 0.036
Thai 0.09 0.023
Morada 0.05 0.010
Holy 0.01 0.000

Nota: Los valores capturados en la media se calcularon a partir del registro de rendimiento de tres
extracciones (repeticiones) por variedad.

En trabajos realizados sobre composicion quimica, Saldarriaga (2014) en Colombia
obtuvo el aceite esencial de 5 accesiones de albahaca, (Ocimun micranthum Willd,

Ocimun minimum L, Ocimun sanctum Linn, Ocimun selloi Benth, Ocimun basilicum
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L.). La cantidad de aceite extraido fue mayor en la accesion O. minimum (1.79%)y

menor en la especie O. micranthum (0.93%) (Saldarriaga, 2014).

Araujo (2018) extrajo aceite esencial de hojas frescas de albahaca variando el
proceso fisico de sometido de las muestras: hojas trozadas y hojas enteras; el
método de extraccion fue por arrastre de vapor de agua a nivel de planta piloto y se
utilizaron alrededor de 2 kg de material; los rendimientos mas altos fueron
alcanzados con el método de hojas cortadas, en el que obtuvo 0.1622 % a 0.1527

%, (2,73 g de aceite esencial de hojas cortadas y 2,69 g de hojas enteras).

Murillo et al. (2004), estudiaron la composicion quimica del aceite esencial de
Ocimum americanum L. (albahaca querendona morada) obtenido por
hidrodestilacion de vegetales recolectados en Chapetdon-lbagué, obteniendo

rendimientos de 0,3 %.

Al comparar los resultados obtenidos en esta investigacion, respecto a las
anteriores, se encontrd que el rendimiento estuvo por debajo de lo reportado, lo cual
puede ser causa de factores ambientales y genéticos. Debe recordarse que la
sintesis de los aceites esenciales en plantas aromaticas depende de la genética del
vegetal, de su estado de desarrollo vegetativo y de los factores agroclimatolégicos
(Dominguez, 1998).

4.2.2 Perfil guimico

El andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
realizado a cada uno de los aceites esenciales de las 16 variedades de albahaca,
permitié conocer la composicion quimica y la cantidad relativa de los principales
componentes que conforman los aceites analizados. Se identificaron en total 42
compuestos (de los cuales con base en sus férmulas y estructuras quimicas, 22
son monoterpenos (1, 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 27, 28, 30,
34, 35, 36, 39) , dos derivados del monoterpeno linalool (7 y 31), 6 sesquiterpenos
(2, 15, 23, 29, 41, 42), 6 fenilpropanoides (14,15, 25, 26, 32, 38), un aldehido (4),
tres alcoholes (21, 33 y 40) y una cetona (37).
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Cuadro 18), de los cuales con base en sus formulas y estructuras quimicas, 22 son
monoterpenos (1, 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 27, 28, 30, 34, 35,
36, 39) , dos derivados del monoterpeno linalool (7 y 31), 6 sesquiterpenos (2, 15,
23, 29, 41, 42), 6 fenilpropanoides (14,15, 25, 26, 32, 38), un aldehido (4), tres
alcoholes (21, 33 y 40) y una cetona (37).

Cuadro 18. Componentes quimicos superiores el 1 % encontrados en las 16

variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.)

Num. Compuesto Férmula Estructura quimica
1 alcanfor C10H160
2 a-trans-bergamoteno CisHz4
3 2-thujeno CioHie
2,2-dimethyl-3,4- o .
4 octadienal C10H160 H Yv
4-(2,3-dimetil-2-
5 ciclopenten-1-il)-4- Ci3H220
metilpentanal
acetato de alfa-
6 isofenquilo C12H2002
7 antranilato de linalilo Ci7H23NO2 5%
i i Z X
8 B-cis-ocimeno CioHise ;/\/\(
9 B-citral C10H160 <j
10 a-Pineno CioHi6 %{
3,6,6-trimetil-2- jﬁg
11 norpineno CaoHis H
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

4-terpineol

acetato de alfa-fenquilo

anetol

elemeno

terpineno

felandreno

acetato de bornilo

cariofileno

cineol

cis-hexen-3-ol

cis-verbenol

copaeno

y-terpineno

eugenol

metil eugenol

fenchona

C10H180

C12H2002

C10H120

CisH24

CioH1e

CioH1e

C12H2002

CisH24

Ci10H180

CsH120

C10H160

CisH24

CioH1e

C10H1202

C10H160
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28 acetato de fenquilo C12H2002 %ﬁb
29 gemacreno CisH2a ?
30 limoneno CioHie 5
: . .
31 formiato de linalilo C11H1802 Py N
32 cinamato de metilo CioH1002 r )
33 morillol CeH1s0 )/W
34 norpineno Ci0H180 ﬁ(
35 ocimeno CioHis e
36 p-cimeno CioHia 5?
37 sulcatona CsH140 Y\A\(
|
38 estragol Ci0H120 (S
)
\
39 terpinoleno CioH1s
40 trans-3-hexenol CsH120 o™ TN
41 himachaleno CisHz4 Qj
42 y-muuroleno CisHz4 ﬁi;

los componentes observados se agruparon por variedad y con relacion a la cantidad
relativa. En el Cuadro 19 se observa una alta variabilidad en componentes y
porcentajes, sin embargo, hubo componentes en comun que se mostraron en la

mayoria de las variedades y componentes predominantes en cada variedad.
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Asimismo, la cantidad relativa total de los componentes fue diferente en cada
variedad, y se observo en un rango de 38.1 % a 93.6 %; el nUmero de componentes
también fue variable y se detectaron entre 6 (Blue Spicy, Canela y Morada) y 13
(Lime) componentes por variedad; estos datos (cantidad relativa total y numero de
componentes por variedad), no mostraron correlacion. La variedad Morada registréd
la mayor cantidad relativa de compuestos con una suma total de 93.6 % con 6
compuestos identificados, en contraste con Lime que fue la variedad en la que se
observé el mayor niumero de compuestos que fueron 13 y con un porcentaje total
de 87 %.

El cineol estuvo presente en todas las variedades en una cantidad relativa entre el
2.5y 19.1 %, excepto en Limon donde no hubo registro del compuesto; aunque no
se observo el cineol como componente primario mayoritario en ninguna variedad, Si
fue un componente secundario en las variedades Mammoth (9.5 %), Dark Opal
(16.3 %), Spice Globe (19.1), Canela (10 %), Italia (14.6 %) y Thai (11.2 %); fue el
tercer componente mayoritario en las variedades Red Velvet (14.8 %), Blue Spicy
(17.6 %), Sweet Basil (7.3 %) y Morada (7.4 %). El norpineno se observo en todas
las variedades excepto en Limon y Holy; la cantidad relativa fue de 1.4 a 16.3 %,
esta Ultima se registré en Red Velvet como compuesto secundario; en Mammoth,
Dark Opal y Spice Globe el norpineno se observd como el tercer compuesto
mayoritario con 5.1, 15.8 y 12.4 %, respectivamente. El limoneno fue otro
componente comun en la mayoria de las variedades en proporciones de 1 a 6.2 %,
excepto en Lettuce, Blue Spicy, Sweet Basil y Morada. El ocimeno estuvo presente
en la mayoria de las variedades excepto en Red Velvet, Lime, Lettuce, Mammoth,
Dark Opal, Italia y Morada, la cantidad relativa en la que se observé fue de 3.1 a
30.1 % y fue compuesto mayoritario en Holy y Limén (10.3 %); en Blue Spice se
observé como el segundo compuesto mayoritario con 27.7 %y en Licorice con 10.2

% fue el tercer compuesto mayoritario.
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Cuadro 19. Componentes quimicos y cantidad relativa (%) de cada variedad de albahaca (Ocimum Basilicum L.)

Compuesto/  Red o _ Siam  Blue Dark Sweet Spice , )
. Licorice Lime Lettuce . Mammoth . Limon Canela Italia Thai Morada Holy
Variedad Velvet Queen  Spicy Opal  Basil  Globe

alcanfor 1.8

o-trans-
1.1 29
bergamoteno

2-thujeno 4.3 2.2
2,2-dimethyi-
3,4- 1
octadienal
4-(2,3-
dimetil-2-
ciclopenten- 29.8
1-il)-4-
metilpentanal
acetato de
alfa- 7.7
isofenquilo
antranilato

315 1.6 55.7 347 7.1
de linalilo

B-cis-
. 1.9 10.1
ocimeno

B-citral 9.2
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0-pineno
3,6,6-trimetil-

2-norpineno

25

4-terpineol

acetato de
38.5
alfa-fenquilo

anetol
elemeno
terpineno 2.9
felandreno

acetato de
bornilo

cariofileno
cineol 14.9
cis-hexen-3-
ol
cis-Verbenol
copaeno
y-terpineno
eugenol
metileugenol 1.2

fenchona 1.9

6.5

1.3

1.4
4.0

1.2

10.7

3.08

12.8 229 321

6.7 47 17.7

3.9

1.1

2.9

1.3

9.5

4.4

1.9

2.7

16.4

1.3
2.8

2.0

7.3

3.1

2.5

3.0

1.6

19.2

3.8

2.5

1.9

2.5

2.1

10.3 48.0

10 147 112 74

25

2.6

5.24

4.7

16.0
2.6

1.1

13.1
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acetato de
35.7 43.4

fenquilo

gemacreno

limoneno 6.3 1.9 25

formiato de
linalilo
cinamato de
6.94

metilo
1.02

2.1

morillol
3.6

10.3

norpineno 16.4

ocimeno
25

473

p-cimeno

sulcatona

estragol 22.5

terpinoleno

trans-3-
1.2

hexenol
himachaleno

y-muuroleno

Total 89.9 88.7 87.0

2.5

22.7

79.2

1.2

1.5
10.9

17.5
1.1

91.1

4.1
27.7

1.3

86.9

2.6

52.2

1.1

1.4

83.6

3.7

6.3

36.7

15.8

1.8

89.4

47

1.41

383  1.51 1.1 1.88

4.2 5.8

6.7

12.5
3.1

2.3
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Las cantidades relativas de los compuestos que se observaron en mayor porcentaje
(Cuadro 20), fue variable entre accesiones, la cantidad mas baja fue de 10.31 % en
Limon y la més alta se observo en Sweet Basil con 55.67 %.

Sweet Basil fue la variedad que registré6 mayor cantidad del componente antranilato
de linalilo con una cantidad relativa de 55.6 %; el acetato de fenquilo fue el
componente con mayor porcentaje en Licorice, Lime e Italia con 35.7, 43.3y 47 %
respectivamente; El antranilato de linalilo predominé Lettuce, Swet Basil y Spice
Globe, con 31.5, 55.6 y 34.6 %, respectivamente.

El componente mayoritario en Blue Spicy y Morada con 32 y 48 % respectivamente
fue el anetol el cual es un éter aromatico que tiene propiedades como nematicida,
antimicrobiano e insecticida (Aggarwal & Shishodia, 2006).

El ocimeno predomindé en mayor cantidad en Limén y Holy, con 10.3 y 30.1 %
respectivamente; el formiato de linalilo se observé en las variedades Mammoth y
Dark Opal, en 52.1 y 36.6 % respectivamente. El estragol predomin6 en mayor
cantidad en Canela y Thai con 35.6 y 31.1 %, respectivamente. El acetato de alfa-
fenquilo solo se registré en Red Velvet con 38.5 % y el componente 4-(2,3-dimetil-
2-ciclopenten-1-il)-4-metilpentanal fue mayoritario en Siam Queen con 29.7 %.
Cabe mencionar que durante el ciclo de produccion, algunas variedades se vieron
afectadas por mildiu, tales como Lettuce, Mammoth, Dark Opal, Sweet Basil e Italia,
en las cuales, se registré una mayor cantidad de componentes de grupo funcional
éster (antranilato de linalilo y formiato de linalilo), por lo que dentro de las
propiedades que tienen estos compuestos es que son antifungicos, por lo que al ser
atacadas por este hongo, las variedades desarrollaron o liberaron estos

componentes en mayor cantidad.

Cuadro 20. Compuestos guimicos mayoritarios y cantidad relativa (%) por variedad.

Variedad Componente Mayoritario Cantidad Relativa (%)
Red Velvet acetato de alfa-fenquilo 38.53
Licorice acetato de fenquilo 35.74
Lime acetato de fenquilo 43.39

Lettuce antranilato de linalilo 31.5
4-(2,3-dimetil-2-ciclopenten-1-il)-

Siam Queen 4-metilpentanal 29.763
Blue Spicy anetol 32.099
Mammoth formiato de linalilo 52.19
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Dark Opal formiato de linalilo 36.65

Sweet Basil antranilato de linalilo 55.67
Spice Globe antranilato de linalilo 34.69
Limoén ocimeno 10.31
Canela estragol 35.63
Italia acetato de fenquilo 47
Thai estragol 31.1
Morada anetol 48.02
Holy ocimeno 30.19

Los componentes mencionados difieren con los resultados obtenidos por
Saldarriaga (2014) quien realizé la extraccion de aceite de 5 accesiones de
albahaca en Colombia, mediante destilacién por arrastre de vapor y analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en donde observo
componentes mayoritarios tales como Metileugenol (48,6%) en albahaca negra,
trans-Cinamato de metilo (55,2 %) en albahaca morada, Eugenol (37,4 %) en
albahaca clavo, Linalool (36,9 %) en albahaca blanca (en este experimento
corresponde a Sweet Basil) y trans-Cinnamato de metilo (34,1%) en albahaca fina
verde (en este experimento corresponde a Spicy Globe).

El metil eugenol, solo se encontré en las variedades hojas moradas (Dark Opal y
Red velvet), aunque no es un compuesto predominante o mayoritario en estas
variedades, el porcentaje registrado en este experimento fue de 1.32, el cual
concuerda con el reportado por De Masi (2006) que fue de 1.30.

De Masi (2006) realizé la extraccion de aceite de 12 accesiones, en las que uno de
los componentes en comun y con porcentaje mayor a 1 % fue cineol, sin embargo,
en la variedad Limon, este componente se encontrd en una cantidad menor (0.42
%) lo cual sucedio en esta investigacion, ya que el cineol fue el componente comudn
presente en las variedades excepto en Limon.

Los compuestos observados en la variedad Holy concuerdan con los encontrados
por Shiwakoti et al. (2017) en el que el eugenol es de los componentes principales
con 6.8 a 8.3 % y en este experimento, se encuentra presente como el tercer
componente mayoritario con 13.1 %; sin embargo, el componente mayoritario en
este experimento fue ocimeno con 30.2 % lo cual difiere con Shiwakoti et al. (2017)
quienes detectaron metil eugenol como compuesto mayoritario con 58.6 a 67.7 %;
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Dentro de los componentes encontrados en albahaca Dulce, se observo el estragol
en una cantidad relativa de 15.2 a 20.6 %, y aunque en este experimento se detectd
en 9.3 % se consider6 dentro de los componentes mayoritarios en la variedad Sweet
Basil.

Las diferencias observadas entre la composicion quimica de cada variedad pueden
ser causa de factores genéticos y ambientales, estatus nutricional de las plantas,
entre otros factores que pudieron influir en la composicion del aceite (Oscan &
Chalchat, 2002).

Aunque el cultivo de las variedades de albahaca se establecid bajo condiciones
controladas y la colecta de hojas de los diferentes cultivares se llevé a cabo en la
misma época (agosto 2021) algunas variedades se encontraban en diferentes
etapas de crecimiento o de floracién, lo cual pudo ser la causa de variaciones en el
perfil quimico de los aceites esenciales, por lo que resulta complejo proporcionar

una clasificacion segura.

4.3 Conclusiones

La composicion quimica de los aceites esenciales de la albahaca evaluados
presentd variabilidad en los perfiles quimicos, lo cual indica que todas las
accesiones evaluadas son variedades diferentes.

Los componentes que se observaron en la mayoria de las variedades (= a 9
variedades) fueron ocimeno, norpineno, limoneno y cineol.

Los componentes que se observaron en mayor cantidad relativa fueron acetato de
alfa-fenquilo, acetato de fenquilo, antranilato de linalilo, 4-(2,3-dimetil-2-ciclopenten-
1-il)-4-metilpentanal, anetol, formiato de linalilo, ocimeno y estragol.

4.4 Recomendaciones

Se Recomienda realizar experimentos de extraccion de aceite en diferentes etapas
de cosecha o conforme avance el periodo de floracion.

Se recomienda realizar un estudio econémico para determinar si el cultivo y la
extraccion de aceite de albahaca podria ser una actividad rentable en la zona de

Texcoco.
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Se recomienda realizar investigaciones sobre las variedades que tuvieron mayor

rendimiento de aceite y determinar las condiciones adecuadas para su extraccion.
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5 CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
ALBAHACA (Ocimum basilicum L.)

RESUMEN

La albahaca es una hierba aromatica cultivada en diversas regiones del mundo, por
lo que existe una amplia variabilidad debido a la hibridacion, poliploidia vy
aneuploidia lo que ha ocasionado una extensa diversificacion de variedades, las
cuales son nombradas conforme a sus caracteristicas morfologicas o de acuerdo
con la region geogréfica donde se cultiva, lo cual puede llevar a una serie de
confusiones taxondmicas. Debido a la gran importancia que representa este cultivo
a nivel comercial, tanto desde el punto de vista medicinal como industrial se llevo a
cabo la caracterizacion molecular de 16 variedades de albahaca mediante 19
iniciadores tipo ISSR. Se obtuvieron 181 bandas totales de las cuales 174 fueron
polimérficas, lo que representd un porcentaje de polimorfismo del 96 %. Los perfiles
moleculares obtenidos fueron codificados binariamente y se calculd la distancia
genética de Jaccard (1 — S) entre pares de variedades. Se llevo a cabo un andlisis
de agrupamiento usando el método de varianza minima de Ward y se construy6 un
dendrograma. A una distancia de corte de 0.75 se formaron tres grupos; aunque las
variedades evaluadas presentaron una reducida variabilidad, los marcadores ISSR
fueron efectivos para estimar la variabilidad genética existente entre variedades de
albahaca.

Palabras clave: Ocimum sp., ISSR, variabilidad genética, ADN.

ABSTRACT

Basil is an aromatic herb cultivated in various regions of the world, so there is a wide
variability due to hybridization, polyploidy and aneuploidy which have created an
extensive diversification of varieties They are named according to their
morphological characteristics or due to their geographical region, which in turn could
conduce to taxonomic confusion. Because this crop has a commercial, medicinal
and industrial importance, a molecular characterization analysis of 16 basil varieties
was carried out. By the use of 19 ISSR primers a total of 181 total bands were
obtained, 174 of them were polymorphic, representing a 96 % of polymorphism.
Fingerprints were used to estimate Jaccard' genetic distances (1 — S) between pairs
of varieties. Clustering analysis was performed using Ward’s minimum variance
criterium and a dendrogram was constructed. Using a curt distance of 0.75 three
groups were formed; Although the varieties evaluated showed reduced variability,
ISSR markers were effective in estimating genetic variability among basil varieties.

Key words: Ocimum sp., ISSR, genetic variability, DNA.
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INTRODUCCION

La variabilidad genética se refiere a la variacion hereditaria dentro y entre
poblaciones de organismos. Su estudio es importante para la conservacion,
evaluacion y utilizacion de los recursos genéticos (Franco et al., 2001). La
variabilidad genética proporciona a una especie la habilidad de adaptarse a las
modificaciones del medio ambiente (cambios climéticos, enfermedades, plagas,
etc.) asegurando de esta manera su supervivencia (Danial & Rojas, 2017).

Las plantas en su estado natural tienen una dinamica evolutiva y estan
continuamente produciendo variabilidad. Tanto la variabilidad visible como la no-
visible han sido usadas por el hombre para identificar, estudiar y utilizar las especies
vegetales (Franco e Hidalgo, 2003). Esto quiere decir que hay una variabilidad que
se puede detectar a simple vista y otra que, aungue no es visible facilmente, también
existe en la especie pero que requiere de técnicas especiales para ser detectada.
Por ello, es primordial identificar cual es el nivel de variabilidad que se intenta medir
o describir con el fin de elegir las herramientas 0 métodos estadisticos mas
adecuados para analizar los datos resultantes de un estudio de caracterizacion
(Franco e Hidalgo, 2003).

Una de las técnicas para la evaluacion de la variabilidad genética existente en las
poblaciones vegetales es el uso de los marcadores moleculares. Estos se llevan a
cabo mediante el andlisis de fragmentos, matrices de hibridacion o métodos
basados en secuenciacion del ADN (Loera, 2019).

Los marcadores moleculares permiten describir patrones genéticos en las
poblaciones naturales a escalas que van desde individuos a especies. A partir de
estos patrones, y aplicando la rica y extensa teoria evolutiva y de genética de
poblaciones, se pueden hacer inferencias sobre los procesos demograficos y
evolutivos que han actuado sobre la especie a distintas profundidades temporales
(Godoy, 2009).

La toma de huellas dactilares de ADN con marcadores moleculares permite la

identificacion precisa, objetiva y rapida de cultivares y ha demostrado ser una
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herramienta eficaz para la caracterizacibn del germoplasma y su manejo
(Chakravarthi & Naravaneni, 2006).

Los marcadores moleculares pueden ser dominantes o codominantes, en
dependencia de los alelos que puedan identificar. Los marcadores dominantes
(AFLP, RAPD, iPBS, SRAP e ISSR) no son capaces de identificar a los individuos
heterocigotos, lo que constituye una limitacion, pero tienen como ventaja que se
pueden producir a bajo costo, sin que sea necesaria informacion sobre la secuencia
de las especies objetivo (Loera, 2019). El caracter dominante o codominante
determina el nivel de facilidad con que pueden llevarse a cabo estimaciones de
parametros genéticos y evolutivos tan basicos y de uso generalizado como, por
ejemplo, frecuencias de recombinacion, distancia de mapa, heterocigosidad,
distancia evolutiva, etc. (Pérez, 1997).

Los microsatélites del tipo Inter Secuencias Simples Repetidas (ISSR por sus siglas
en inglés Inter-Simple-Sequence-Repeat), son una variante de la técnica RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA-ADN polimérfico amplificado al azar), aunque
probablemente son mas rigurosos que ésta debido a la alta temperatura de
alineamiento de los iniciadores utilizada (Robinson & Harris, 2000).

Las Inter Secuencias Simples Repetidas o0 ISSR estan compuestos de una
secuencia microsatélite como (GACA)n anclada al extremo 3’ 0 5’ por dos a cuatro
nucledtidos arbitrarios usualmente degenerados (Zietkiewicz et al., 1994). De esta
manera se amplifica una region situada entre dos microsatélites cercanos que
incluyan los nucleétidos complementarios. Los marcadores ISSR son informativos
sobre las especies de las que no se dispone de secuencias del genoma y presentan
una alta reproducibilidad (Morillo et al., 2018), ademas tienen la capacidad de
examinar y diferenciar rapidamente entre individuos estrechamente relacionados
entre si (Zietkiewicz et al., 1994). Estos marcadores tienen la ventaja de generar
grandes cantidades de bandas, por lo cual pueden distinguir accesiones
relacionadas estrechamente de manera mas confiable que otras técnicas y son
menos caros que los RFLP 6 RAPD (Garcia, 2012).

Debido al potencial econdmico de especies medicinales y aromaticas, los estudios

actuales se han centrado cada vez mas en la caracterizacion de su germoplasmay
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su conservacion (Souza, 2015). El género Ocimum es cultivado ampliamente, y la
hibridacion natural o artificial conduce a la produccién de diferentes niveles de
ploidia, los cuales pueden dar origen a nuevas especies o0 subespecies, asi como a
distintas variedades que pueden o no ser morfologicamente diferentes (Chowdhury
et al., 2017). Dentro de este género existen altos niveles de variabilidad quimicay
morfolégica debido a la hibridacion interespecifica, poliploidia, y la existencia de
guimiotipos 0 razas quimicas que no difieren significativamente en morfologia
(Simon et al., 1990).

Aghaei et al., (2012) realizaron la caracterizacion molecular de 50 accesiones de
albahaca irani para evaluar la diversidad genética, utilizaron 12 marcadores ISSR
lograron encontrar tres grupos usando el método de agrupamiento UPGMA vy la
distancia genética de Jaccard. El dendograma obtenido agrup6 a las accesiones
con relacién a caracteristicas morfolégicas como el color de la hoja.

En la Universidad de Agricultura Anand, en la India, Patel (et al., 2014)
caracterizaron 17 genotipos de Ocimum pertenecientes a 5 especies diferentes (O.
basilicum, O. americanum, O. sanctum, O. gratissimum y O. polystachyon) mediante
100 iniciadores RAPD y 20 iniciadores ISSR. Construyeron un dendrograma con
base en la matriz de distancias usando método de grupo de pares no ponderados
con promedios aritméticos (UPGMA), en el cual se conformaron seis grupos (con
ambos iniciadores). Ambos marcadores mostraron polimorfismo y distincion clara
de genotipos, siendo con los ISSR con los que se observé una variabilidad mas
amplia.

A pesar de los extensos estudios que se han realizado de caracterizacién molecular
de albahaca, se cree que aun faltan cultivares por evaluar ya que existen diversas
designaciones para una misma variedad y la confusiébn taxonémica prevalece
debido a la hibridacién inter/intraespecifica que existe. Con base en lo anterior el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la variabilidad genética presente en 16
accesiones de O. basilicum L. mediante el uso de marcadores moleculares tipo
ISSR para conocer el grado de similitud molecular existente entre las accesiones de
albahaca en estudio y determinar si los marcadores permiten obtener buenas

huellas genémicas de las variedades estudiadas.
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5.1 Materiales y Métodos

5.1.1 Localizacién del sitio experimental

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Mejoramiento
Genético Asistido del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma
Chapingo.

5.1.2 Material vegetal

Se cultivaron 16 variedades de albahaca de las cuales once se importaron de los
Estados Unidos de América: Red Velvet, Licorice, Lime, Lettuce, Siam Queen, Blue
Spicy, Mammoth, Dark Opal, Sweet Basil, Spice Globe y Holy; adicionalmente se
incluyeron cinco variedades adquiridas de empresas nacionales que fueron: Limén,

Canela, Hojas grandes de Italia, Thai y Morada (A. Red Velvet leaf B. Licorice C. Lime D.
Lettuce E. Siam Queen F. Blue Spicy G.Mammoth H.Dark Opal |.Sweet Basil J.Spice Globe K.Limon
L.Canela M. Italia N. Thai O. Morada P. Holy

Figura 12).

Opal |.Sweet Basil J.Spice Globe K.Limén L.Canela M. Italia N. Thai O. Morada P. Holy
Figura 12. Variedades de albahaca cultivadas bajo invernadero.

Cuadro 21. Caracteristicas agrondémicas de quince variedades de albahaca
(Ocimum basilicum L.).

Variedad Especie Altura Tamafiode Colorde Diasa
la hoja hojas floracién
Red Velvet  O. basilicum mediana purpura
o . _ verde-
Licorice O. basilicum 53 mediana 102
morado
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Lime O. americanum 45 pequefia verde
Lettuce O. basilicum 41 grande verde 105
Siam Queen  O. basilicum 50 mediana verde
Blue Spicy O. basilicum 34 pequeia verde 76
Mammoth O. basilicum 41 grande verde 103
Dark Opal O. basilicum 43 mediana purpura 97
Sweet Basil  O. basilicum 60 grande verde
Spice Globe O- basilicum 30 pequefia verde
minimum
Limon O. basilicum 33 mediana verde 76
citrodorum
Canela O. basilicum 44 mediana verde 86
Italia O. basilicum 46 grande verde 104
Thai O. sanctum 41 pequeia verde 82
. verde-
Morada O. sanctum Linn 50 mediana
' morada
Holy O. tenuiflorum 37 pequeia verde 98
5.1.3 Siembra

La siembra se realizé el 12 de mayo de 2021 en charolas de poliestireno de 200
cavidades en las cuales se us6 como sustrato peat moss y perlita en una proporcion
de 2:1 respectivamente. Por cada variedad se sembraron 224 semillas de las cuales
se colocaron una semilla por cavidad a una profundidad de 0.3 cm. Después de la
siembra, las charolas se ubicaron dentro de un invernadero localizado en el Campo
Agricola Experimental de San Ignacio de la Universidad Auténoma Chapingo, la
cual se encuentra a una altitud de 2250 msnm. Las charolas fueron regadas una

vez al dia.
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5.1.4 Toma de muestras

A los 30 dias después de la siembra se colectaron hojas jovenes de cada variedad
las cuales se colocaron en bolsas plasticas resellables etiqguetadas las cuales
habian sido previamente desinfectadas con alcohol al 70 %. Las muestras fueron
colocadas en refrigeracion y transportadas al Laboratorio de Mejoramiento Asistido

del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo.

5.1.5 Extraccién y purificacion de ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo con el método CTAB. Se pesaron 0.5 g de
material vegetal, se colocaron en un mortero al cual se le afiadié nitrégeno liquido
hasta cubrir por completo el material vegetal de cada muestra y se trituré hasta
obtener un polvo fino, el cual fue transferido con una espéatula metélica a tubos
Eppendor de 1.5 mL con 600 pL de amortiguador de extraccion CTAB vy
mercaptoetanol. Se agitaron por inversion hasta homogenizar, se calentaron a 65
°C durante 10 minutos; se les adicionaron 200 yL de acetato de potasio y se dejaron
enfriar por 60 minutos en refrigeracion a -20 °C. Posteriormente se centrifugaron a
21000 xg por 10 minutos, el sobrenadante se transfirié a tubos de 1.5 mL a los
cuales se les adicion6 4 pL de ARNasa (10 mg mL™) por tubo, los cuales se agitaron
y se dejaron incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo se agrego cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitaron ligeramente y se
centrifugaron a 21000 xg durante 5 minutos; luego se transfiri6 la fase acuosa a
tubos con 500 pL de isopropanol frio, se agitaron levemente y se colocaron en
refrigeracion a -20 °C durante 30 minutos. Posteriormente las muestras se
centrifugaron por 5 minutos a 8000 xg, se les decantd el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente. Finalmente, la pastilla obtenida se

disolvié en 40 pL de TE (pH 8) y se almacenaron las muestras a 4 °C.

5.1.6 Cuantificacion y calidad de ADN

La cuantificacion del ADN se efectud utilizando 5 pL por muestra midiendo su
densidad o6ptica (ng uL™*) con un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, DNA Factor:

50) a una longitud de onda de 260 nm. Una vez conocida la concentracién por
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muestra, se procedid a tomar alicuotas de 200 uL y a realizar las diluciones

necesarias para obtener una concentracion uniforme de 10 ng uL* de ADN.

Para las pruebas de calidad de ADN se utilizaron iniciadores especificos para el gen
16S, se efectud una electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % a 100 voltios por 40
minutos. El gel se sumergio en una solucion amortiguadora TAE 0.25X en la camara
de electroforesis y cada pozo se cargd con una mezcla de 8 yL de ADN y 2 uL de
amortiguador de carga, para proporcionar una mayor densidad a la muestra y con
ello mejorar su posterior visualizacion. Enseguida el gel fue tefiido con bromuro de
etidio (0.5 pyg mL?) durante 20 minutos y se fotodocumenté mediante un

transiluminador de UVP Digidoc-It ® Imaging System.

5.1.7 Obtencién de los patrones ISSR

Inicialmente se utilizaron 19 iniciadores ISSR previamente probados en estudios
anteriores de caracterizacion de albahaca, de los que se eligieron 14 que produjeron

bandas claras y bien definidas (Cuadro 22).

Cuadro 22. Secuencia y temperaturas de alineamiento de los iniciadores empleados
para la obtencion de perfiles ISSR.

Iniciador  Secuencia T (°C) Iniciador Secuencia T (°C)
5-3 5-3
ISSR 1 (CA)sAAGG 60 ISSR 9 (AG)sC 52
ISSR 3 (GA)sCTC 58 ISSR 10 (GA)sT 50
ISSR 4 (AG)sCTC 58 LOL 8 (GT)sCC 44
ISSR 5 (AC)s CTA 56 LOL 9 (CAC)sGC 38
ISSR 6 (AC)sCTG 58 PVH 6 CCA(CT)s 58
ISSR 7 (AG)sCTG 58 MESL 1 (CA)eGG 44
ISSR 8 (AC)sCTT 56 MESL 2 (GA)GG 44

Para llevar a cabo las reacciones de PCR se procedié a preparar una mezcla de
reaccidon madre con los componentes detallados en el jError! La autoreferencia al
marcador no es valida. en dos tubos Eppendorf de 1.5 mL, Luego se tomaron 22.5
ML para ser colocados en tubos Eppendor de 0.2 mL, a los cuales se les adicionaron

3 uL de ADN para completar un volumen total de reaccion de 25 uL por muestra.
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Durante este proceso las muestras y la mezcla de mantuvieron en rejillas frias para

evitar la desnaturalizacion del ADN.

Cuadro 23. Cuadro. Componentes de la mezcla de la reaccion madre para PCR.

Reactivos Inicial Final Reaccion (1X)
Agua - e 3.7 uL
dNTPs 500 uM cl/u 200 uM 10 yL
Amortiguador 10x 1X 2.5 L
Mg Cl2 50 mM 3 mM 3L
Iniciador 10 ng pL? 30 ng 3L
ADN Taqg Pol 5U puL? 1.5 U/reaccion 0.3
ADN 10 ng pL? 25 ng 2.5 uL
total 25.0 yL

La mezcla de reaccion se homogenizo por inversion y las muestras se colocaron en
un termociclador (Veriti Applied Biosystems®) bajo el siguiente programa: un ciclo
de pre-desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos; 40 ciclos continuos a 94
°C durante 30 segundos para desnaturalizar; un ciclo de alineamiento usando la
temperatura recomendada para cada iniciador (Cuadro 22) por 1 minuto; un ciclo de

extension de 1 minuto a 72 °C y un ciclo de extension final a 72 °C durante 6 minutos.

Los productos obtenidos por amplificacién se separaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1.8 %, el cual se preparé con 2.16 g de agarosa y 120 mL de
TAE 1X. Una vez gelificado, se coloco en la camara de electroforesis y se agrego
TAE 0.25 X como amortiguador de la carga eléctrica. Los pozos se cargaron con las
16 muestras de ADN combinadas con el colorante azul de metileno y en los

extremos se cargd un marcador de peso molecular.

La electroforesis se realizé por 40 minutos a un voltaje de 100 V. Se retiré el gel y
se tifié con bromuro de etidio (0.5 yg mL?) para poder visualizar los amplicones y

luego se procedi6 a capturar la imagen por medio de un transiluminador de luz UV.
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Este procedimiento se repiti6 para cada uno de los 19 iniciadores seleccionados
(Figura 13).

Figura 13. Perfiles moleculares obtenidos con los iniciadores ISSR1, ISSR4, LOL8
e ISSR6 en 16 variedades de albahaca. (1, 2, 3...16: accesiones de albahaca; MPM:
marcador de peso molecular).

5.1.8 Analisis estadistico

Los perfiles de bandeo obtenidos fueron codificados en una matriz basica de datos
(MBD) en la cual se asign6 un valor de 0 a la ausencia y 1 a la presencia de bandas,
a partir de la cual se llevaron a cabo los diferentes analisis. En primer lugar, se
procedié a calcular las distancias genéticas de Jaccard (1 — S) entre pares de
accesiones y luego se realiz6 un andlisis jerarquico de agrupamiento usando el
método de la varianza minima de Ward. Los resultados obtenidos se representaron
en un dendrograma. La altura de la linea de corte se determind mediante las
pseudoestadisticas T? (Hoteling, 1951) y la pseudo F (Johnson, 1998) usando el
programa estad’stico de SAS, ver 9.4.

Con el objetivo de identificar los iniciadores que brindan mayor informacion en la
comparacion entre variedades se efectu6 un andlisis descriptivo de los marcadores
ISSR mediante el programa Infogen ® de la Universidad de Coérdoba, Argentina.
Para ellos se estimaron las siguientes variables: nimero de bandas polimoérficas
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(BM), monomorficas (BM), y totales (BT), la proporciéon de loci polimorficos (PMF
(95)), el contenido de informacion polimérfica promedio (PIC), error estandar del PIC
(EE), el porcentaje de amplificacion (AMP) y la probabilidad que dos individuos

compartan el mismo alelo por azar (PDICMA).
5.2 Resultados y Discusién

5.2.1 Analisis de agrupamiento

Mediante la MBD se calcularon las distancias genéticas de Jaccard (1 - S) entre
pares de variedades realizando un andlisis de agrupamiento utilizando el método de

varianza minima de Ward con lo cual se gener6 un dendrograma ((1) Red Velvet, (2)
Licorice, (3) Lime, (4) Lettuce, (5) Siam Queen, (6) Blue Spicy, (7) Mammoth, (8) Dark Opal, (9)
Sweet Basil, (10) Spice Globe, (11) Limodn, (12) Canela, (13) Hojas grandes de Italia, (14) Thai, (15)
Morada, (16) Holy.

Figura 14) donde se agruparon las 16 accesiones estudiadas en este experimento.

— |
—

(1] LR o LEL) L] aTr [ 14z 1

(1) Red Velvet, (2) Licorice, (3) Lime, (4) Lettuce, (5) Siam Queen, (6) Blue Spicy, (7) Mammoth, (8)
Dark Opal, (9) Sweet Basil, (10) Spice Globe, (11) Limén, (12) Canela, (13) Hojas grandes de lItalia,
(14) Thai, (15) Morada, (16) Holy.

Figura 14. Dendrograma de 16 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.)
creado con la distancia de Jaccard (1-S) y el método de varianza minima de Ward.

La linea de corte se establecioé a una distancia de 0.75 con lo que se formaron tres
grupos. Se puede apreciar que la variedad Holy (16) fue el material mas alejado
genéticamente del resto de las variedades evaluadas, el cual se asocié a una
distancia de 0.77 con la variedad Blue Spicy (6). Estos materiales presentaron

similitudes morfol6gicas en el tamafio de sus hojas, pequefias y con pubescencia y
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ambas provinieron de Estados Unidos. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Aghaei et al., 2012, quienes encontraron que las accesiones de
albahaca se clasificaron dentro de grupos con base en el color de la hoja. El grupo
Il se conformo con las variedades Lime (3) y Limoén (11) a una distancia de 0.52, las
cuales comparten caracteristicas morfoldégicas muy similares, lo que podria sugerir
gue se trata de la misma variedad. Durante la fase de cultivo en campo se detecto
un aroma citrico muy similar en ambas variedades. El resto de las 12 variedades
evaluadas quedaron dentro del grupo 11, lo cual sugiere en principio que existe poca
variabilidad genética entre ellas. Las variedades lItalia (13) y Canela (12) fueron las
gue presentaron una mayor cercania genética entre ellas (0.28). La variedad Thai
(14) y Spice Globe (10) (0.33) se unen al clado anterior a una mayor distancia y se
les afiade la variedad Morada (15) (0.50) dentro del mismo grupo. Cabe mencionar
que las variedades agrupadas en el clado Ill no comparten caracteristicas
morfolégicas visibles; sin embargo, se observé que dentro de este grupo, las
variedades se ubicaron en cierto sentido de acuerdo a su origen geogréfico ya que
las accesiones adquiridas en México quedaron todas ellas agrupadas en la parte
superior del grupo I, con la Unica excepcion de la variedad Spice Globe (10) de
origen estadounidense, por lo que la asociacion de esta variedad con Thai (14)
podria deberse a algin componente quimico en comun (quimiotipo) o a otra
caracteristica no visible. En el grupo Ill también se localizaron las variedades de
origen estadounidense Dark Opal (8) y Mammoth (7), las cuales presentaron una
distancia entre si de 0.50, lo cual sugiere que, aunque son de diferente color y
tamafio, ademas de compartir el origen geografico posiblemente compartan
similitudes quimicas u otras caracteristicas no visibles. Otra agrupacion interesante
se presento entre las variedades Lettuce (4) y Licorice (2) (0.33), variedades que
mostraron similitud morfoldgica en el tipo de hoja eliptica y con margen aserrado. A
una mayor distancia genética (0.43) se presentaron las variedades Dark Opal (8) y
Red Velvet (1), ambas de color purpura y con caracteristicas morfolégicas similares.
La baja variabilidad genética entre el grupo mayoritario Il de variedades podria
deberse a la propagacibn autégama de la albahaca cultivada, la cual

consecuentemente reduce la variabilidad de las plantas dentro de una poblacion,
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asi como a la reduccion de la biodiversidad esperada en los cultivares utilizados en
agricultura, ya que los productores utilizan menos genotipos para la produccién de
semillas (Darrah, 1980). Previamente se ha reportado que el comportamiento de los
insectos polinizadores, los mecanismos de dispersion de las semillas, la
discontinuidad geogréfica y la seleccion humana tienen una influencia drastica en el
establecimiento de la estructura genética de las poblaciones de plantas (Zamora et
al., 2015).

En el trabajo realizado por Alves et al., (2019) en 27 accesiones de albahaca se
calculé la diversidad genética con base a el indice de disimilitud de Jaccard
utilizando el método de agrupamiento de Ward resultando en 4 grupos distintos, con
un punto de corte aproximado de 0.70. En el primer grupo se ubicaron un alto
namero de accesiones de origen italiano; sin embargo, se encontré un bajo nivel de
variabilidad genética. El resto de los grupos se formaron de acuerdo con el
componente quimico mayoritario en el aceite esencial de las variedades.

Por su parte Aghaei et al., (2012) analizaron 50 accesiones de albahaca colectadas
en diferentes regiones geograficas de Iran. El dendograma se obtuvo a partir del
método UPGMA basado en el indice de similitud de Jaccard y se conformaron 3
grupos, los cuales tuvieron en comun el color de la hoja: por lo que en el primer
grupo se localizaron variedades de hojas purpuras y otras con hojas verdes y venas
moradas, mientras que en el segundo grupo se agruparon variedades de hojas
verdes. Las variedades de color purpura son demandadas en la industria alimenticia

ya gue se emplean para aromatizar la comida.

5.2.2 Andlisis de coordenadas principales

Con el objetivo de corroborar los agrupamientos obtenidos en el dendrograma se
procedi6 a realizar un andlisis multivariado de ordenacién por coordenadas
principales. Este tipo de analisis, también llamado escalamiento multidimensional
meétrico es muy utilizado para la ordenacion ya que permite trabajar con datos de
marcadores de distinta naturaleza continuos o binarios y se usa para mostrar las
relaciones definidas por distancias o similitudes en un espacio de baja dimension
(Balzarini et al., 2006)

110



o 5

024

007 7 , ' 18
A :

CP 2 (14.1%)

422 on o 03s 05
CP 1(24.3%)

(1) Red Velvet, (2) Licorice, (3) Lime, (4) Lettuce, (5) Siam Queen, (6) Blue Spicy, (7) Mammoth, (8)
Dark Opal, (9) Sweet Basil, (10) Spice Globe, (11) Limén, (12) Canela, (13) Hojas grandes de ltalia,
(14) Thai, (15) Morada, (16) Holy.

Figura 15. Representacion bidimensional del analisis de coordenadas principales
de 16 accesiones de albahaca (Ocimum basilicum L.) usando la distancia genética
de Jaccard.

En la (1) Red Velvet, (2) Licorice, (3) Lime, (4) Lettuce, (5) Siam Queen, (6) Blue Spicy, (7)

Mammoth, (8) Dark Opal, (9) Sweet Basil, (10) Spice Globe, (11) Limén, (12) Canela, (13) Hojas
grandes de ltalia, (14) Thai, (15) Morada, (16) Holy.

Figura 15 se observa la formacion de tres grupos, el grupo | formado por las
variedades Blue Spicy (6) y Holy(16) las cuales presentaron la mayor distancia con
respecto al resto de las accesiones lo cual sugiere que estos materiales podrian ser
genéticamente muy distintos al resto de las lineas probadas y por tanto podria
resultar de interés dentro de un programa de mejoramiento genético por hibridacion
de este cultivo, ya que la heterosis de los hibridos esta en funcion directa a la
disimilitud genética de los padres que le dieron origen (Zeid et al., 2004).

El Grupo Il se conforma por las variedades de tipo citrico Limén (11) y Lime (3), las
cuales también se separaron claramente del resto, por lo que también podrian ser
buenas candidatas como progenitores potenciales de hibridos. Finalmente, el grupo
[1l estuvo integrado por el resto de las 12 variedades estudiadas, sin embargo, se
aprecia que las variedades originarias de México (12, 13 y 14) tendieron a agruparse
entre si en la parte inferior del tercer cuadrante, mientras que las variedades

procedentes de los Estados Unidos se localizaron en la parte superior.
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5.2.3 Descriptiva de marcadores

Con el objetivo de identificar los iniciadores ISSR que proporcionan mayor
informacion genética en albahaca se llevo a cabo un analisis descriptivo de éstos
(Cuadro 24). Se observa que ninguna de las muestras analizadas se encuentra
duplicada, lo cual indica que todas las variedades fueron diferentes entre si y por
tanto resultaria conveniente conservarlas en un banco de germoplasma para su
eventual uso en proximos estudios que se realicen sobre este cultivo.

Los 19 iniciadores utilizados produjeron un total de 181 bandas, de las cuales 174
fueron polimérficas, lo cual representé un total de 96.13 % de polimorfismo, con un
promedio de 10 bandas polimérficas por iniciador. Los iniciadores con mayor
namero de bandas amplificadas fueron ISSR6 (17 bandas) y LOL8 (16 bandas). El
mayor contenido de informacién polimérfica (PIC) se obtuvo con el iniciador LOL10
(035), seguido por LOL2 e ISSR2 (0.29). Este primer iniciador también fue el que
presentd la mayor amplificacion a través de todas las variedades (76.56), mientras
gue LOL2 presentd la menor probabilidad de que dos individuos compartan el
mismo alelo por azar (PDICMA), lo cual lo hace muy confiable para la identificacion
y diferenciacion de cada individuo dentro de la especie. Por lo que estos iniciadores
fueron los que proporcionaron la mayor informacion sobre la variabilidad genética
de este cultivo de manera que serian los de mayor interés a considerar en futuros

estudios moleculares de albahaca.

Cuadro 24. Descriptiva de marcadores ISSR utilizados para la obtencion de los
perfiles moleculares de 16 variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.)

Primer BP BM BT PMF(95) PIC E.E. AMP PDICMA
ISSR8 12 0 12 1 0.19 0.03 51.56 5.30E-07
LOL2 4 0 4 1 0.29 0.01 39.06 7.90E-16
LOL9 8 0 8 1 0.23 0.02 34.38 2.60E-08
LOL10 2 2 4 0.5 0.35 0.01 76.56 1.90E-06
LOL12 5 0 5 1 0.23 0.02 28.75 5.40E-12
ISSR5 12 0 12 1 0.29 0.03 42.71 1.90E-12
ISSR4 14 0 14 1 0.22 0.02 36.16 4.10E-08
ISSR6 16 1 17 0.94 0.25 0.03 43.75 4.10E-09
ISSR7 13 0 13 1 0.29 0.02 36.54 4.20E-13
ISSR1 13 0 13 1 0.26 0.02 30.29 7.80E-12
LOL7 5 1 6 0.83 0.27 0.01 50 8.70E-09
LOLS 16 0 16 1 0.29 0.02 32.03 9.80E-14
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MESL1 9 0 9 1 0.18 0.01 32.64 2.20E-07
MESL2 5 2 7 0.71 0.21 0.02 63.39 3.20E-05
PVHG6 14 1 15 0.93 0.24 0.03 47.92 1.00E-08
ISSR9 6 0 6 1 0.2 0.01 48.96 6.60E-07
ISSR10 7 0 7 1 0.21 0.01 38.39 7.00E-08
ISSR2 1 0 1 1 0.11 0 93.75 3.70E-06
ISSR3 12 0 12 1 0.22 0.02 39.58 2.30E-08
Total 174 7 181 41.61 2.80E-164

BP: bandas polimérficas; BM: bandas monomorficas; BT: bandas totales; PMF(95): proporcion de
loci polimdrficos; PIC: contenido de informacion polimorfica; E.E.: error estandar; AMP: porcentaje
de amplificacién; PDICMA: probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar

Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren de los reportados por Alves
et al., 2019) quienes analizaron 27 genotipos de Brasil y encontraron un PIC de
0.89, muy superior al encontrado en este estudio (PIC = 0.238). Esta discrepancia
probablemente se deba al menor nUmero de accesiones analizadas en este estudio
(16). Asimismo, el bajo nivel de variabilidad encontrado en este trabajo nuevamente
sugiere que la mayoria de las variedades evaluadas fueron genéticamente muy

similares entres si, de ahi el reducido nimero de grupos conformados.

5.3 Conclusiones

Los marcadores ISSR fueron efectivos para discriminar entre individuos dentro de

la especie y estimar la variabilidad genética existente entre variedades de albahaca.

En el presente trabajo las variedades evaluadas presentaron una reducida
variabilidad la cual no tuvo relaciébn con la procedencia geogréfica ni con su

composicion quimica.
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