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RESUMEN

La manzanilla (Matricaria recutita L., Chamomilla recutita L. y Matricaria chamomilla L.), es conocida por su alto contenido de com-
puestos fendlicos que le confieren propiedades antiinflamatorias, antisépticas y antimutagénicas. En este estudio se evalué el por-
centaje de fenoles totales y la germinacién en cinco periodos de almacenamiento de semillas de M. recutita (5, 31, 75, 96 y 128
dias). Ademas, se evalud el efecto de citoquininas (6-Bencil Amino Purina, BAP y Kinetina) y auxinas (a-Acido Naftalen Acético,
ANA) en la brotacién in vitro de esta especie. Se evidencié que la concentracién total de fenoles disminuy6 de 13.8% a 1.9% en
los cinco periodos de almacenamiento evaluados y que los porcentajes de germinaciéon aumentaron de 2.2% a los cinco dias a
8,9% a los 128 dias de almacenamiento, mostrandose evidencia de una correlacién de -0.989 entre la germinacion y el conteni-
do de fenoles totales. Los mejores resultados para inducir brotacién (5 brotes/explante) fueron obtenidos en el medio de cultivo
MS con citoquininas.
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ABSTRACT

Chamomile (Matricaria recutita L., Chamomilla recutita L., and Matricaria chamomilla L.) is known for its high content of phenolic
compounds that confer anti-inflammatory, antiseptic and antimutagenic properties. This study evaluated the percentage of total
phenols and germination in five storage periods of M. recutita seeds (5, 31, 75, 96 and 128 days). In addition, the effect of cytoki-
nins (6-Benzyl Amino Purine, BAP and Kinetin) and auxins (a-Naphthalene Acetic Acid, ANA) on in vitro sprouting of this species
was evaluated. It was evidenced that the total concentration of phenols decreased from 13.8% to 1.9% in the five storage periods
evaluated and that the germination percentages increased from 2.2% at five days to 8.9% at 128 days of storage, showing evidence
of a correlation of -0.989 between the germination and the content of total phenols. The best results to induce sprouting (5 shoots/
explant) were obtained in the MS culture medium with cytokinins.
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INTRODUCCION

El epiteto especifico para la manzanilla, Matricaria recuti-
ta L., fue acunado por Xifreda (1985). Esta especie es
una Asteraceae originaria de Europa y Asia occidental.
Es una de las herbaceas medicinales de mayor importan-
cia econémica que ha sido utilizada por centenares de
anos y esta incluida en la farmacopea de 26 paises
(Singh et al, 2011). La manzanilla es usada en infusio-
nes, por sus propiedades como antiinflamatorio y anti-
séptico. Ademas, su aceite esencial es usado en perfu-
meria, aromaterapia, en la industria cosmética y alimen-
ticia (Singh et al, 2011; Stanojevic et al, 2017; Al-
Dabbagh et al, 2019). La manzanilla se cultiva en mu-
chos paises de Sudamérica; en Ecuador, ha sido introdu-
cida y es cultivada en varias provincias como Carchi,
Pichincha, Azuay y Loja (Jergensen and Ledn-Yanez,
1999; Jerves-Andrade et al., 2014; Tinitana et al.,, 2016;
Morales, Padilla and Falconi, 2017).

La manzanilla contiene un amplio grupo de compuestos
con actividad terapéutica, entre los cuales se encuentran
once compuestos fendlicos bioactivos (Fonseca, Tavares
and Horvath, 2007; Gupta et al., 2010; Avula et al,
2014). Los compuestos fendlicos pueden tener efectos
positivos o negativos en el crecimiento y el desarrollo
vegetal. Compuestos como el acido ferdlico, precursor
de derivados fendlicos, son responsables de la inhibicién
de la germinacion en Baccharis boliviensis (Cazén, de
Viana and Gianello, 1999), también se ha encontrado
reportes de sales o contaminantes que afectan la germi-
nacion de otras especies de Matricaria (Pasquale et al.,
1988; Bijeh, 2012; Joneidi-Jafari et al., 2013), sin embar-
go, no se ha evaluado la influencia de compuestos feno-
licos en la germinacion de M. recutita.

En contraste, la propagacion in vitro de M. recutita ha
sido documentada, con estudios realizados principalmen-
te hasta el ano 2000. Algunas investigaciones reportan el
cultivo de células en suspension (Bisson, Beiderbeck and
Reichling, 1983) y la mayoria, formacién de callos para la
obtencion de aceites esenciales. La formacion de callos
se ha reportado utilizando segmentos nodales (Sato et
al,, 2006), explantes de hojas vy tallos (Reichling and Be-
cker, 1976; Reichling, Bisson and Becker, 1984), y semi-
llas (Passamonti et al, 1998). La mayoria de los efectos
farmacolégicos de la manzanilla se han atribuido al acei-
te esencial extraido de las flores (Pirzad et al., 2006), por
este motivo son varios los estudios realizados con diver-
sos organos florales como explantes de partida en la pro-
duccién de callos en esta especie (Szoke, Shavarda and
Kuzovkina, 1979; Cellarova, Repéakova and Hondariv,
1986), asi como en la induccién de embriones somaticos
(Kintzios and Michaelakis, 1999). Son pocos los estudios
que reportan la induccién a la formaciéon de brotes in

vitro en esta especie. Takano et al. (1991), reportan el
uso de ANA y BAP para la induccion de brotes con resul-
tados que oscilan entre 5.5-14 brotes por primordio des-
pués de las 12 semanas de cultivo. Sato et al. (2006), con
el uso de 2,4-D reportaron la formacién de 3,31 brotes
por explante, utilizando segmentos nodales, después de
ocho semanas de cultivo.

El objetivo del estudio fue evaluar si el contenido total de
fenoles disminuye con el almacenamiento vy si este deter-
mina la germinacion de semillas de manzanilla y, por otra
parte, determinar la influencia de una auxina y dos cito-
quininas en la induccién de brotes in vitro de M. recutita.

MATERIALES Y METODOS

Germinacion y determinacién de fenoles totales

Semillas de M. recutita fueron recolectadas del sector
Amable Maria (Loja), ubicado a una altitud promedio de
2000 m.s.n.m. en las coordenadas 3°57'15.78"S, 79° 12’
54,68" O y puestas a secar a temperatura ambiente has-
ta su posterior uso.

Se evaluaron cinco periodos de almacenamiento: 5, 31,
75, 96, 128 dias. Al final de cada periodo se determiné
el contenido de fenoles totales y el porcentaje de germi-
nacion de las semillas.

Los analisis de fenoles totales se realizaron por el méto-
do de Folin-Ciocalteu, citado por Jordan, (1975), utilizan-
do acido tanico como estiandar (Rosales-Castro and
Gonzaélez-Laredo, 2003). Por cada periodo de almacena-
miento se evalud el contenido de fenoles totales de 30
semillas por repeticion, con un total de dos repeticiones.

Para las pruebas de germinacion se realizé una desinfec-
cion de las semillas con alcohol al 70% durante 30 se-
gundos, seguido de inmersién en hipoclorito de sodio
comercial al 1% por 5 minutos. Las semillas desinfecta-
das se sembraron en medio de cultivo MS (Murashige
and Skoog, 1962), suplementado con &cido nicotinico
(0.5 mg-L"), piridoxina (0.5 mg-L"), myo-inositol (0.5
mg-L"), 7 g-L''de agar y 20 gL' de sacarosa; el pH del
medio de cultivo fue ajustado a 5.80 £ 0.02 y se autocla-
v6 durante 20 minutos a 121°Cy 1.5 kg/cm? de presién.
Las respuestas de germinacion se evaluaron hasta los
128 dias. Se observd la formacion de la radicula para
considerar la semilla como germinada (Bewley et al.,
2013). Se realizaron 3 repeticiones, cada repeticion con
3 frascos y en cada frasco se pusieron 10 semillas.

Induccién de brotes in vitro

En muchas especies la aplicacion de citoquininas genera
un estimulo similar tanto en yemas axilares como apica-
les (Taiz et al., 2015), en este caso la induccién de bro-
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Figura 1. Efecto de los reguladores de crecimiento vegetal en la produc-
cién de brotes en M. recutita a los 25 dias de cultivo. Los asteriscos mues-
tran la significancia de cada uno de los tratamientos seguin el analisis con el
Modelo Linear Generalizado, con una distribucién binomial. p>0 '***' ;

p>0.001 '**';p>0.01 '*'.

tes se realizé a partir de yemas provenientes de plantas
de un mes de edad que germinaron in vitro en medio de
cultivo MS (Passamonti et al, 1998; Wesolowska,
Grzeszczuk and Kulpa, 2015) luego de ser desinfecta-
das con hipoclorito de sodio comercial al 5%.

Se evalué la formacion de brotes en medio de cultivo
MS con la adicion de dos citoquininas: 6-Bencil
Aminopurina (BAP: 0,5 y 1 mg-L") y kinetina (Kin: 0,5 y
1 mgL") solas o en combinacién con Acido Naftalen
Acético (ANA: 1 mg-L"), en un total de ocho tratamien-
tos (figura 1). Para cada tratamiento se utilizaron frascos
de 210 cm® de volumen total con 30 cm® de medio de
cultivo. Seis frascos (réplicas) con 4 explantes fueron
evaluados para cada tratamiento y el experimento se
repitié 3 veces. Después de 25 dias de cultivo se regis-
tré el ndmero de brotes por cada explante.

Para los dos ensayos se mantuvo una temperatura de 21
£ 2°C y un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de
oscuridad provisto con lamparas fluorescentes de 40 W
con intensidad de 57umol m? s,

El andlisis de datos se realiz6 en el programa R (R Develo-

pment Core Team, 2012). Los resultados de germinacién
in vitro y cuantificacién de fenoles totales se analizaron
usando la correlacion con el test de Spearman. El nimero
promedio de brotes por cada réplica se analizé usando los
Modelos Lineales Generalizados (GLMs) apropiados para
datos biolégicos que no tienen una varianza constante. Se
utilizé la Distribucion Binomial Negativa que describe de
mejor manera datos de conteos (Crawley, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién y determinacién de fenoles totales

La concentracién total de fenoles en las semillas de M.
recutita disminuye al aumentar el periodo de almacena-
miento. A los cinco dias, el contenido total de fenoles
fue de 13.8% vy luego de 128 dias disminuy6 a 1.9%.
Por el contrario, la germinacion al primer periodo de
almacenamiento (5 dias) fue de 2,2% y aumento a 8,9%
a los 128 dias (tabla 1). Segtn el test de Spearman exis-
te una correlacion de -0.989 entre la germinacién y la
concentracion total de fenoles con un p=0,016, confir-
mandose la influencia del contenido de fenoles totales
sobre la germinacion de semillas en esta especie.

Propagacion de manzanilla



Tabla 1. Influencia del periodo de almacenamiento sobre la germinacién y el contenido total de

fenoles en semillas de Matricaria recutita.

Ticnao de skaarcasiiients Cerl.ninacién. ] Contenif!o total de. Fenoles
(dias) Porcentaje prf)medlo - Porcentaje prf)medlo + error

error estandar estandar

D 22114 130,38

31 56124 872102

75 6,724 50402

96 78142 29104

128 89128 1,91 0,01

M. recutita contiene una extensa variabilidad de compues-
tos fendlicos que han sido ampliamente estudiados (Lim,
2014). Segun Chiapusio et al. (1997), cantidades aparente-
mente insignificantes de compuestos fendlicos individuales
influyen en la germinacion de semillas. Estos fenoles inhi-
ben la actividad de las enzimas en la glucdlisis y la via oxi-
dativa de la fosfato pentosa (Muscolo, Panuccio and Sidari,
2000) que son enzimas primordiales para iniciar el proceso
de germinacion (Rosental, Nonogaki and Fait, 2015).

En contraste a los porcentajes bajos de germinacién repor-
tados en este estudio, otros autores obtuvieron altos por-
centajes de germinacion para la misma especie o para
otras especies del mismo género (Zohreh and Zarinkamar,
2012; Timothy and Mwangi, 2015). Se ha reportado que
en una misma especie pueden existir diferencias marcadas
en la germinacién en funciéon de la época de coleccion y
de su proveniencia (Mullins and Marks, 1987). Para el
género, esto qued6 evidenciado por Bochenek et al.
(2007), en Matricaria maritima, ya que encontraron varia-
ciones que fluctuaron de 7,3% hasta 100% segun la épo-
ca de coleccion. Los datos que se presentan se podrian
ampliar en futuras investigaciones que utilicen varios geno-
tipos colectados en distintas épocas del afio, de esta for-
ma se verificaria la influencia de estos factores sobre el
contenido de fenoles totales y la germinacion.

Induccién de brotes in vitro

El mejor rango de proliferacion, 4-5 brotes/explante se obtu-
vo en medio de cultivo MS con citoquininas (figura 1). Res-
pecto al tratamiento control, los tratamientos que mejora-
ron la produccién de brotes con mayor significancia son
medio de cultivo MS con 0.5 mg:L'o 1 mgL' de Kinetina o
BAP y en medio de cultivo MS con la combinacién de 0,5
mg-L" de Kinetinay 1 mg-L" ANA (figura 1).

El ndmero de brotes por explante que se obtuvo como
resultado en este estudio es menor al reportado por
Takano et al. (1991), utilizando ANA y BAP para inducir
la formacién de brotes a partir de meristemas apicales.

En dicho estudio reportaron resultados del uso de me-
dio de cultivo MS, 2MS y VaMS, con varias concentra-
ciones de BAP y ANA solos o combinados, obtuvieron
resultados de entre 6-10 brotes por explante. Con el uso
de 0,02 mg-L'" de BAP en medio de cultivo MS, consi-
guieron 9,5 brotes por explante. Cuando combinaron
BAP y ANA, en la misma concentracion, el nimero de
brotes por explante disminuye a 6,5, sin embargo, nin-
guno de éstos formo raices. En MS sin hormonas se con-
sigue 10 brotes por explante. Cuando usan mas auxinas
que citoquininas (0,20 comparado con 0,02) hay solo 6
brotes por explante. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que el tiempo de registro de datos difiere, siendo
de 3 semanas en el presente estudio y de 12 semanas
en el estudio de Takano et al. (1991).

Otro estudio realizado por Sato et al. (2006), con el
principal objetivo de producir plantas sin inducir la for-
macién de callo, reporta que luego de 8 semanas el
mayor nimero de brotes por explante fue de 3,31 utili-
zando 1 mg-L" de 2,4-D. Los segmentos nodales cultiva-
dos en MS produjeron dnicamente 2,35 brotes/
explante. En un estudio reciente Harras & Lamarti
(2014) reportan la utilizacion de diversos medios de
cultivo en la propagacion in vitro de una manzanilla sil-
vestre de Morocco, Cladanthus mixtus (L.). Con el medio
de cultivo MS obtuvieron un promedio de 2,6 brotes
por explante a los 30 dias de cultivo.

CONCLUSIONES

Aunque el porcentaje de germinacién alcanzado en este
estudio es bajo, los datos demuestran que existe una
correlacion negativa entre el contenido total de fenoles
y el porcentaje de germinacién de M. recutita; a menor
contenido total de fenoles la germinacién aumenta. El
uso de citoquininas en la multiplicacion in vitro de M.
recutita mejora significativamente la produccién de bro-
tes por explante; datos que pueden mejorar la multipli-
cacion in vitro de esta especie.
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