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RESUMEN GENERAL

ESTUDIO FITOQUIMICO Y MOLECULAR DE GENOTIPOS
SILVESTRES Y CULTIVADOS DE Tagetes erecta L.

México alberga una importante diversidad del género Tagetes, donde especies
silvestres y cultivadas relacionadas con el cempasuchil (Tagetes erecta L.)
coexisten; sin embargo, su delimitacion y relaciones evolutivas ain no han sido
completamente esclarecidas. Ademas de su importancia cultural y ornamental,
estas especies destacan por su rigueza en metabolitos secundarios,
particularmente flavonoides, y por su potencial como recurso fitogenético. No
obstante, la variabilidad existente dentro del género y la limitada integracion entre
estudios moleculares y fitoquimicos han dificultado la comprension de sus
relaciones y proceso de domesticacion. En este contexto, el objetivo fue analizar
la diversidad de flavonoides y polimorfismos en materiales silvestres y cultivados
relacionados con Tagetes erecta L. mediante HPLC y marcadores ISSR. Se
identificaron doce flavonoides y variabilidad en su concentracion y distribucion,
con mayor acumulacion en T. remotiflora. El andlisis de agrupamiento mostré
patrones de similitud e individuos atipicos. De manera complementaria, los
marcadores ISSR revelaron alto polimorfismo y considerable diversidad genética.
Los agrupamientos no coincidieron completamente con la clasificacion
taxondmica, sugiriendo la influencia de distintos procesos biolégicos en la
diferenciacion de los genotipos. En conjunto, los resultados indican que la
diferenciacion entre genotipos de Tagetes no es absoluta y que la variabilidad
genética y fitoquimica estan estrechamente relacionadas.

Palabras Clave: Flavonoides, HPLC, ISSR, diversidad genética, metabolitos
secundarios, domesticacion, variabilidad fitoquimica, esecies silvestres, marcadores
moleculares.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Eduardo Daniel Ramirez Arvizu
Directora: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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ABSTRACT

Phytochemical and Molecular Study of Wild and Cultivated
Genotypes of Tagetes erecta L.

Mexico harbors significant diversity within the genus Tagetes, where wild and
cultivated species related to marigold (Tagetes erecta L.) coexist; however, their
delimitation and evolutionary relationships have not yet been fully clarified. In
addition to their cultural and ornamental importance, these species are notable
for their richness in secondary metabolites, particularly flavonoids, and for their
potential as phytogenetic resources. Nevertheless, the variability within the genus
and the limited integration of molecular and phytochemical studies have hindered
the understanding of their relationships and domestication process. In this
context, the objective of this study was to analyze flavonoid and polymorphic
diversity in wild and cultivated materials related to Tagetes erecta L. using HPLC
and ISSR markers. Twelve flavonoids were identified, showing variability in their
concentration and distribution, with greater accumulation in T. remotiflora. Cluster
analysis revealed similarity patterns and atypical individuals. Additionally, ISSR
markers showed high polymorphism and considerable genetic diversity. The
resulting groupings did not completely correspond to the taxonomic classification,
suggesting the influence of different biological processes involved in genotype
differentiation. Overall, the results indicate that differentiation among Tagetes
genotypes is not absolute and that genetic and phytochemical variability are
closely related.

Key Words: Flavonoids, HPLC, ISSR, genetic diversity, secondary metabolites,
domestication, phytochemical variability, wild species, molecular markers.

Thesis of Master in Science in Agriculture Biotechnology, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Eduardo Daniel Ramirez Arvizu
Advisor: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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1. INTRODUCCION GENERAL

México es reconocido como uno de los principales centros de domesticacion
vegetal a nivel mundial, debido a su elevada riqueza floristica, la cual representa
aproximadamente el 10 % de la biodiversidad vegetal del planeta; gran parte de
estas especies poseen importancia alimentaria, ornamental, medicinal e
industrial (Rzedowski, 2006). ElI cempoalxéchitl (Tagetes spp.) constituye un
grupo de plantas aromaticas con inflorescencias tipo capitulo, de colores amarillo,
anaranjado y rojo, que han sido utilizadas desde la época prehispanica
principalmente con fines ceremoniales, aunque también con aplicaciones
medicinales (Serrato-Cruz, 2014). En particular, el cempasuchil (Tagetes erecta
L.) destaca por el uso de sus flores y su caracteristico aroma durante la
celebracion del Dia de Muertos en México, representando un simbolo de
identidad cultural. Ademas, esta especie ha adquirido relevancia econémica a
nivel mundial debido al aprovechamiento de sus pigmentos florales, utilizados en
la industria avicola y como fuente de luteina metabolito de interés en el ambito
médico (Barzana et al., 2002; Salehi et al., 2018).

No obstante, el proceso de domesticacion que dio origen a T. erecta alin no se
conoce con claridad. Se ha propuesto que algunos de sus posibles ancestros
silvestres incluyen a T. remotiflora, T. heterocarphay T. jaliscensis, especies con
las cuales se han realizado cruzamientos tanto directos como reciprocos,
evidenciando cierta cercania genética entre estos taxones (Serrato-Cruz, 1999).
En estos cruzamientos, T. erecta presenta dioecia funcional, con plantas
masculinas y femeninas diferenciadas, lo que refleja una compleja dinamica
reproductiva. Sin embargo, aunque estos estudios indican afinidad genética, aun
no constituyen evidencia suficiente para explicar completamente el proceso
evolutivo que condujo al origen de la especie (Serrato-Cruz, 2014). Este
intercambio genético entre especies cultivadas y silvestres ha sido descrito como
el “complejo cempoalxochitl”, concepto propuesto por Martinez (1979) vy

retomado en estudios posteriores (Rzedowski, 2006) sobre la flora mexicana.



Desde el punto de vista taxondmico, existen discrepancias importantes en la
delimitacion de especies dentro del género. Turner (1996) propuso la existencia
de aproximadamente 25 especies de Tagetes en México, integrando dentro de
T. erecta a especies previamente reconocidas como independientes, tales como
T. patula, T. remotiflora, T. elongata y T. jaliscensis, lo que implica su
sinonimizacién. Este planteamiento ha generado cambios en la identificacion de
ejemplares de herbarios y ha contribuido a incrementar la incertidumbre sobre los
ancestros silvestres del cempasuchil. No obstante, observaciones de campo
sugieren que especies como T. remotiflora y T. jaliscensis se presentan como
poblaciones ruderales, generalmente alejadas de zonas de cultivo de T. erecta,
lo que podria indicar cierto grado de diferenciacion ecoldgica, quimica y genética
(Serrato-Cruz, 2014).

La coexistencia de diferencias fenotipicas entre estos genotipos con evidencia de
flujo génico destaca la complejidad de su sistema. En este sentido, el uso de
herramientas moleculares, como los marcadores ISSR, representa una
alternativa eficaz para evaluar la proximidad genética entre genotipos, tal como
se ha demostrado en otras especies (Kumar et al., 2009; Zietkiewicz et al., 1994).
De manera complementaria, el andlisis de metabolitos secundarios,
particularmente  flavonoides, puede contribuir a la diferenciacion
guimiotaxondmica entre genotipos, fortaleciendo la interpretacion de relaciones
evolutivas dentro del género (Agati et al., 2012: Emerenciano et al., 2001). Con
base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue caracterizar, mediante
marcadores ISSR y la identificacion del perfil de flavonoides, muestras vegetales
ruderales y cultivadas relacionadas con Tagetes erecta, de acuerdo con la
clasificacion taxondmica propuesta por Turner, con la finalidad de determinar si

las formas ruderales comparten afinidad genética con la forma cultivada.

1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Extraer y comparar cuantitativamente metabolitos flavonoides y material genético

de genotipos silvestyres y cultivados de Tagetes erecta L.



1.1.2 Objetivos particulares
Identificar el perfil y concentracién de flavonoides en genotipos domesticados
y silvestres relacionados con Tagetes erecta L. mediante cromatografia

liguida de alta eficiencia (HPLC).

Evaluar la diversidad genética de genotipos domesticados y silvestres

relacionados con Tagetes erecta L. mediante marcadores ISSR.

Comparar los perfiles fitoquimicos presentes entre los diferentes genotipos de

Tagetes.



2. REVISION DE LITERATUTRA

2.1. Sistematica del género Tagetes

Tagetes fue descrito por primera vez por Linneo (1753) mediante la identificacion
de tres especies: Tagetes erecta L., Tagetes minuta L. y Tagetes patula L.; a
través de los afios el numero de especies reconocidas aumento gracias a las
contribuciones de diferentes autores, basando sus descripciones en
especimenes de herbario enviados desde el continente americano, asi como en
plantas cultivadas en jardines botanicos europeos a partir de semillas
recolectadas en diversas expediciones (Hinojosa & Schiavinato, 2022). La
primera revision taxonémica completa del género Tagetes fue realizada por
Neher en 1966, quien concentrd y ordend en una monografia el conocimiento
generado hasta ese momento, posteriormente, Soule (1993) realizdé un analisis
cladistico del género Tagetes basado en datos morfoldégicos y una revision
taxon6mica, en la cual reconocié 55 especies, proponiendo ademas tres
subgéneros: Tagetes subg. Hydrotagetes, Tagetes subg. lya y Tagetes subg.
Tagetes (Hinojosa & Schiavinato, 2022; Serrato-Cruz, 1999). Actualmente, la
clasificacion resultante de su investigacion es una de las mas aceptadas en la

mayoria de investigaciones relacionadas con el género.

De manera simultdnea, Billie L. Turner, en su obra: The Comps of Mexico:
Tageteae and Anthemideae (1996), realizé una revision sistematica del género
gue incluye conjuntos de especies endémicas de Tagetes, donde ciertas
especies fueron consideradas parte de una misma entidad taxonOmica, a las que
denomind “complejos especificos”. Estos complejos han resultado dificiles de
delimitar debido a la amplia variabilidad morfologica presente en el género,
situacion gue se repite habitualmente en asteraceas, representando un desafio
para diferenciar claramente entre especies y subespecies. Esto ha llevado a que
algunas especies previamente descritas puedan ser equivalentes entre si o
requieran de una nueva revisidn taxonémica —como las que componen el
complejo cempoaxdchitl. Aunque la clasificacion basada en caracteres

morfologicos ha sido fundamental para el estudio del género, presenta ciertas
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limitaciones. Por esta razon, diversos autores han sefialado la necesidad de
realizar estudios moleculares que permitan esclarecer con mayor precision las
relaciones filogenéticas dentro de Tagetes (Hinojosa & Schiavinato, 2022;
Loockerman, 1996; Serrato-Cruz, 1999; Villareal, 2003;).

Desde la década de 1980, los analisis cladisticos basados en datos moleculares
han aportado informacion valiosa sobre la filogenia y clasificacién en distintos
géneros de asteraceas (Bremer et al., 1992). En el caso de Tagetes, la mayoria
de los estudios se ha basado en analisis morfoldgicos, citolégicos y moleculares
(Cicevan et al., 2022; Hinojosa et al., 2022; Loockerman et al., 2003; Namita et
al., 2013; Soule, 1994). En estos trabajos, los caracteres morfoldgicos cualitativos
y cuantitativos se han utilizado para identificar especies, evaluar sus relaciones y
discriminar entre variedades y cultivares. Sin embargo, el nimero de caracteres
Gtiles suele ser limitado, ya que muchos de ellos son multigénicos y su expresion
puede estar influenciada por las condiciones ambientales (Zeng et al., 2010). Por
otra parte, la caracterizacion cromosémica ha proporcionado informacién
citogenética valiosa para el andlisis discriminante y la identificacion de
polimorfismos (Hoshi et al., 2018). Sin embargo, estos estudios se han enfocado
principalmente en cultivares, por lo que la informacion disponible acerca de la

variabilidad presente en poblaciones silvestres es limitada.

2.2. Taxonomia y Morfologia de Tagetes

Asteraceae es la segunda familia mas grande de angiospermas y la de mayor
diversidad biolégica (Soule, 1993); a su vez, es la familia mas grande de flora en
México, su nombre alternativo: Compositae, antecede la propuesta Linneana en
referencia a la disposicion de la inflorescencia basica en la familia: un capitulo o
cabezuela que asemeja una flor, pero que en realidad son varias flores insertas
en una estructura parecida a un caliz denominado involucro (Serrato-Cruz, 1999).
Actualmente, la familia Asteraceae esta dividida en 45 tribus, de las cuales 24
son nativas de México, cuenta con 417 géneros y 3,113 especies (Funk et al.,
2009; Villaseior, 2018). En México se han identificado siete tribus que registran

mas de 100 especies endémicas (Heliantheae, Eupatorieae, Astereae,

5



Senecioneae, Coreopsideae, Millerieae y Tageteae), que en conjunto incluyen
2,219 especies, representando 71 % de la riqueza total en el pais (Villasefior,
2018).

La tribu Tageteae incluye aproximadamente 216 especies distribuidas entre 16 y
23 géneros (Loockerman et al., 2003). Su centro de diversidad se encuentra en
las tierras altas xéricas de México y Sudamérica, con algunas especies
adventicias desarrolladas en Europa (Strother, 1977; Turner, 1996). El género
Tagetes pertenece a la tribu Tageteae (Rzedowski, 1978); esta constituido por
aproximadamente 56 especies (Soule, 1993) distribuidas ampliamente en
América desde el noreste de Estados Unidos hasta Argentina (Figura 1). México
es considerado la zona de mayor diversidad, donde prosperan 35 especies del
género, especificamente en el centro-sur, y convergen las grandes cordilleras del
pais. El género se caracteriza por sus flores fuertemente aromaticas, conocidas
comunmente como caléndulas o cempasuchiles; la alta diversidad del género es
debida probablemente a la heterogeneidad climéatica donde se desarrolla (Neher,
1966; Serrato-Cruz et al., 2014; Soule, 1996).
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Figura 1 Distribucion geogréfica del género Tagetes en América
(Hinojosa y Schiavinato (2022), adaptado de Soule (1993).



El género Tagetes esta conformado por plantas anuales o perennes que
presentan hojas opuestas en la porcion inferior y alternas en la superior, simples
0 pinnadas, con Iébulos enteros, dentados o partidos, frecuentemente provistas
de glandulas oleiferas; las inflorescencias son cabezuelas solitarias o0 agrupadas
en cimas, sostenidas por pedunculos ligeramente ensanchados hacia el apice;
carecen de caliculo y poseen involucros cilindricos, o campanulados, formados
por bracteas dispuestas en una sola hilera, connatas parcial o casi totalmente,
con dos 0 mas hileras de glandulas (Villareal, 2003). El receptaculo es convexo
a conico y desnudo; las flores liguladas, son pistiladas y fértiles en el centro, con
limbos cortos o bien desarrollados, de color amarillo, anaranjado, blanco o rojizo;
las flores del disco son variables en nimero (1-21), generalmente amarillas, con
estiio de ramas truncadas y los aquenios son lineares a oblanceolados,
ligeramente comprimidos y de color negro, con vilano constituido por escamas
cortas y truncadas, escamas largas y subuladas, aristas, o bien una combinacién

de estructuras, aunque rara vez ausente (Hinojosa & Schiavinato, 2022).

El género presenta variaciones morfologicas y anatomicas importantes y la
mayoria de las especies de Tagetes tiene numerosas flores en el capitulo (Neher,
1966); usualmente uno o mas de los verticilios en la periferia, se presentan en
flores liguladas, por ello las cabezuelas o capitulos son de tipo radial (margaritas)
y se observan en la mayoria de las especies, pocos taxa presentan capitulos
discoidales, donde todas las flores son femeninas como T. erecta del tipo doble.
Las flores externas son femeninas y las centrales son tubuladas hermafroditas o
masculinas (Serrato-Cruz, 1999). Al comparar entre si la anatomia foliar en
distintas especies de Tagetes, se observaron variaciones en algunos de los
atributos que contribuyen a diferenciarlas como entidades taxondmicas,

confiriendoles el valor de caracteres diagnosticos (Anaya-Gutiérrez et al., 2022).

El género prospera desde el nivel del mar hasta los 4500 metros de altitud; se
desarrolla en una amplia variedad de suelos, desde arenosos hasta rocosos con
buen drenaje, cominmente en areas rocosas con alta variacion de temperaturas

y presenta respuesta a fotoperiodo corto (Serrato-Cruz, 1999; Turner y Nesom,



1993). Debido a su amplia adaptacion ecoldégica y abundancia en distintos
ambientes, diversas especies del género han sido utilizadas por el ser humano
desde tiempos antiguos. Los registros de su cultivo y uso extensivo por parte de
las tribus indigenas de México y Sudamérica se remontan a antes de la época de
la conquista; donde se tenia la creencia que estas flores aromaticas tenian
propiedades magicas, siendo utilizadas en diferentes contextos desde lo religioso
hasta lo cotidiano (Neher, 1968). Estudios etnobotanicos corroboran la
importancia de al menos 10% de las especies de Tagetes en diferentes aspectos
tradicionales de la cultura mexicana (Garcia-Sanchez et al. 2012; Pérez-Ortega
et al. 2016; Serrato-Cruz 2014).

Se acepta generalmente que los principales cultivares del género son: Tagetes
erecta L. y Tagetes patula L. que, una vez introducidos en el Nuevo Mundo,
fueron domesticados, porque aparecen en los herbarios del siglo XVI con un
nombre prelinneano para T. erecta como caléndula africana y T. patula como
caléndula francesa (Kaplan, 1960). Cabe mencionar que, la delimitacion de
especies dentro del género Tagetes presenta diferencias entre autores. Mientras
gue Turner (1996) reconocié un mayor numero de especies, incluyendo taxones
descritos recientemente y variaciones geogréficas, Soule (1993) adopté un
enfoque biosistemético mas conservador, considerando principalmente especies
con evidencia clara de diferenciacion reproductiva y relaciones evolutivas
definidas. En consecuencia, varias de las especies propuestas por Turner no son
contempladas en el esquema de Soule, lo que refleja la complejidad taxondmica
del género y la necesidad de integrar herramientas moleculares para su

delimitacion.

A continuacion, se presenta en el Cuadro 1 el listado de especies del género
Tagetes reportadas para México, con base en la revision sistematica propuesta
por Turner (1996) y considerando la informacion general sobre diversidad
floristica documentada por Villasefior (2018). Este listado permite visualizar la
riqueza especifica del género en el pais y constituye un referente para el analisis

comparativo de los materiales evaluados en el presente estudio.



Cuadro 1 Especies del género Tagetes en México, adaptado de Turner (1996) y
complementado con informacion de diversidad floristica en México (Villasefior,
2018).

No. Especie No. Especie

1 Tagetes erecta L. 14 Tagetes foeniculacea Desf.

2 Tagetes patula L. 15 Tagetes jaliscensis Greenm.

3 Tagetes tenuifolia Cav. 16 Tagetes remotiflora Kunth

4 Tagetes lucida Cav. 17 Tagetes heterocarpha Rydb.

5 Tagetes minuta L. 18 Tagetes parryi A. Gray

6 Tagetes filifolia Lag. 19 Tagetes stenophylla B.L. Turner
7 Tagetes micrantha Cav. 20 Tagetes arenicola B.L. Turner
8 Tagetes nelsonii Greenm. 21 Tagetes oaxacana B.L. Turner
9 Tagetes lemmonii A. Gray 22 Tagetes hartwegii Greenm.

10 Tagetes coronopifolia Willd. 23 Tagetes iltisiana H. Rob.

11 Tagetes elongata Willd. 24 Tagetes pringlei S. Watson

12 Tagetes lacera Brandegee 25 Tagetes subulata Lag.

13 Tagetes linifolia Seaton

2.3. Filogenia de Tagetes

Tagetes posee una notable diversidad especifica y una amplia distribucion
geografica, lo que ha despertado interés en el estudio de sus relaciones
filogenéticas y su evolucion dentro de la tribu Tageteae. Como se ha mencionado
anteriormente, las primeras hipotesis sobre las relaciones filogenéticas del
género se hicieron a partir de datos morfologicos; actualmente, existen pocos los
estudios enfocados en el tema. El trabajo de Loockerman (1996) sobre el analisis
de las relaciones filogenéticas presentes en la tribu Tageteae, se incluye al
género Tagetes, considerado uno de los primeros estudios utilizando
herramientas moleculares en la tribu. A partir de la comparacién de secuencias
ITS (Espaciador Transcrito Interno) de ADN ribosomal y del gen ndhF de ADN de

cloroplasto, Loockerman generd el primer arbol filogenético de la tribu Tageteae.

Para el caso especifico del género Tagetes, Hinojosa y Schiavinato (2022),
analizaron secuencias ITS de aproximadamente la mitad de las especies

conocidas del género, con el objetivo de reconstruir su filogenia y evaluar
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relaciones entre especies, demostrando asi que Tagetes es un género
monofilético. A pesar del surgimiento de nuevos y mejores marcadores
moleculares a finales del siglo pasado, resulta interesante sefialar que entre 1990
y la primera década del siglo XXI, hubo algunos estudios moleculares especificos
en Tagetes, lo que podria explicar que la mayoria de las investigaciones recientes
todavia justifiquen el uso de marcadores moleculares (ISSR, RAPD, SSR) para
estudiar diversidad y sus relaciones filogenéticas. En este contexto, conocer la
distribucion de especies a lo largo del territorio nacional resulta fundamental para
comprender patrones de diversificacién del género (Villasefior et al., 2005). En el
Cuadro 2 se presenta la distribucion de algunas especies de Tagetes registradas

en los diferentes estados de México, principalmente, Tagetes erecta L.

La mayoria de las especies del género se obtienen a través de actividades de
recoleccion y son utilizadas en la medicina tradicional (Juarez-Rosete et al.,
2013); donde las flores maceradas se emplean por sus propiedades
antihelminticas, aromaticas, digestivas y diuréticas para tratar diversos
padecimientos (Lim, 2014). Distintas especies de Tagetes se han establecido en
la horticultura debido a su alto valor ornamental y sus multiples aplicaciones
(Neher, 1968; Serrato-Cruz, 1999; Soule, 1993). En conjunto, la informacién
disponible pone de manifiesto que, a pesar de los avances en herramientas
moleculares, el conocimiento sobre la diversidad genética y distribucion de las
especies del género Tagetes aun presenta vacios importantes. La amplia
distribucion geogréafica en México, asi como su relevancia en la medicina
tradicional y la horticultura, resaltan la necesidad de estudios integrales que
vinculen la diversidad genética, la variabilidad fitoquimica y los usos tradicionales.
Este enfoque permitiria no solo comprender mejor los procesos de diversificacion
del género, sino también fortalecer su aprovechamiento sostenible y su

valorizacion tanto a nivel cientifico como aplicado.
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Cuadro 2 Distribucion de especies del género Tagetes en México (Villareal,
2003, adaptado de Turner, 1996).

Region/Estados

Especies

Norte
Sonora
Tamaulipas

Sinaloa

Durango

Centro Sur

San Luis

Potosi

Guanajuato

Nayarit

Jalisco

Michoacéan

Guerrero

Oaxaca

Puebla

T. filifolia, T. lucida, T. micrantha, T. palmeri, T. lemmonii, T. subulata, T. erecta.
T. filifolia, T. lucida, T. foetidissima, T. erecta.
T. filifolia, T. lucida, T. palmeri, T. subulata, T. erecta.

T. filifolia, T. micrantha, T. subulata, T. lucida, T. pringlei, T. lunulata, T.

epapposa,
T. foetidissima, T. elongata, T. remotiflora, T. erecta.

T. erecta, T. lucida, T. micrantha, T. parryi, T. tenuifolia.

T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. tenuifolia, T. pringlei, T.
remotiflora,

T. subulata.
T. erecta, T, filifolia, T. hartwegii, T. lucida, T. micrantha, T. subulata.

T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. hartwegii, T. lucida, T. lunulata, T.
micrantha,

T. persicaefolius, T. pringlei, T. stenophylla, T. subulata.

T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T.
persicaefolius, T. pringlei, T. stenophylla, T. subulata, T. tenuifolia, T. remotiflora,

T. triradiata.
T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. stenophylla, T. subulata.

T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. oaxacana, T. subulata, T.

tenuifolia.

T. coronopifolia, T. erecta, T. foetidissima, T. linifolia, T. lucida, T. micrantha, T.

triradiata, T. tenuifolia.
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T. coronopifolia, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T.
México micrantha, T. persicaefolius, T. pringlei, T. stenophylla, T. subulata, T. triradiata,

T. tenuifolia.

T. coronopifolia, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T.

Morelos ] o o
micrantha, T. stenophylla, T. subulata, T. triradiata, T. tenuifolia.
Hidal T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T. persicaefolius, T.
laalgo .
tenuifolia.
i T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. moorei, T. tenuifolia,
Querétaro

T. foetidissima, T. pringlei, T. rematiflora.
Sur Sureste

T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. nelsonii, T. subulata, T.

Chiapas tenuifolia,
T. terniflora.
Yucatan T. erecta, T. tenuifolia.

2.4. Complejo Taxonémico Cempoalxochitl: Tagetes erecta L.

En la antigliedad existian dos esquemas para la clasificacion de las plantas,
basados en su morfologia y funcion, de acuerdo con el ultimo criterio, las plantas
ornamentales —vistosas y fragantes— se denominaban cempoalxéchitl, término
que significaba “veinte flores” o “muchas flores”, segun la traduccion; la flor de
cempasuchil (Tagetes erecta L.) significa veinte flores en el idioma nahuatl
(Popper, 1984; Serrato-Cruz, 1999). ElI cempasuchil es una planta milenaria
conocida y cultivada ampliamente en el mundo, siendo apreciada por sus
vibrantes colores y el caracteristico aroma que desprenden sus flores, México
constituye su centro de origen (Neher, 1968). Desde la antigiedad fue utilizada
como una flor ritualistica y en la medicina tradicional por los pueblos
prehispanicos de México y América del Sur (Turner & Nesom, 1993). En México,
su uso en ceremonias funerarias se confirma por la representacion de
inflorescencias de cempasuchil en una urna funeraria encontrada en el Valle de

México, cuyo modelo indica practicas de seleccion (Kaplan, 1960).
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Actualmente, se reconoce a Tagetes erecta como parte de un complejo
taxondmico de especies que comparten caracteristicas similares; en su mayoria
silvestres 0 en condicién ruderal (Serrato-Cruz et al., 2014), se desconoce a
ciencia cierta el aporte genético de los elementos silvestres a la forma cultivada
actual. La clasificacion del género Tagetes propuesta por Soule (1993) identifico
distintos taxones como especies independientes; posteriormente, Turner (1996)
propuso que algunos de estos corresponden a elementos silvestres que pueden
agruparse con base a similitudes morfoldgicas, tal es el caso del grupo
cempoalxéchitl (Serrato-Cruz et al., 2014). Dentro de este grupo se incluyen:
Tagetes erecta, T. patula, T. tenuifolia, T. jaliscensis, T. remotiflora Kunze y T.
heterocarpha Rydb; siendo T. erecta la forma mas representativa y ampliamente
cultivada (Neher, 1968). Resulta interesante sefialar que el uso y cultivo de los
elementos silvestres es limitado, por lo que la mayoria de sus atributos

permanecen desconocidos.

El grupo cempoalxéchitl comprende plantas herbaceas anuales, de porte alto y
habito erecto, con tallos robustos, estriados y ramificados. Las hojas son alternas,
pinnatisectas a pinnatifidas, de segmentos lanceolados a ovados con margen
dentado y de olor caracteristico. Las inflorescencias son capitulos solitarios o en
cimas, generalmente globosos a semiglobosos, con abundantes flores liguladas
(formas cultivadas), lo que les confiere un aspecto doble. Las ligulas son anchas
y numerosas, habitualmente de colores amarillo a anaranjado intensos. Los
capitulos se presentan sobre pedunculos largos y firmes. Particularmente,
Tagetes erecta presenta algunos caracteres distintivos que podrian reflejar un
patron de domesticaciéon orientado al aumento del tamafio floral y la
compactacion del capitulo (Serrato-Cruz, 1999; Villareal, 2003; Serrato-Cruz,
2014).

En la actualidad, el cempasuchil se produce activamente en 20 municipios
correspondientes a los estados de Meéxico, Puebla, Hidalgo, Guerrero,
Michoacan, Tlaxcala, San Luis Potosi, Morelos, Oaxaca, Ciudad de México y

Durango, principalmente (SADER, 2023). De acuerdo con los datos reportados
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por la Secretaria del Medio Ambiente (SEDEMA), para el 2023 se registré un
incremento de 465 % en la produccion del cempasuchil, generando alrededor de
500 mdp, principalmente en el Estado de México y CDMX. Cabe destacar que,
en las Ultimas décadas, el uso de flores comestibles ha aumentado en la
gastronomia mundial (Mulik & Ozuna, 2020). Asi mismo, el aumento en la
produccion de cempasuchil puede deberse, ademas de su uso en la
conmemoracion del dia de muertos, a la reciente reinsercion de sus flores a la
gastronomia mexicana para afadir su fragancia y sabores a distintos alimentos y

bebidas o bien como un elemento decorativo en los platillos.

En este contexto, el creciente interés y aprovechamiento del cempasuchil
evidencian la necesidad de estudiar con mayor detalle la diversidad del grupo
cempoalxdchitl, particularmente aquellas especies que aparentemente presentan
un menor grado de domesticacion y han sido poco exploradas, donde Tagetes
heterocarpha Rydb. y Tagetes remotiflora Kunze resultan de particular interés,
debido al limitado conocimiento disponible sobre ellas.

2.5. Morfologia y Distribucién

Tagetes erecta L. es una planta herbacea anual, comunente de 40 a 60 cm de
altura llegando alcanzar 1.8 m; posee tallos erectos, estriados, ramificados en la
porcién superior; hojas pinnadas, de 4 a 12 cm de largo, frecuentemente con 5 a
15 foliolos lanceolados a elipticos, dentados; cabezuelas solitarias o agrupadas
en cimas corimbosas terminales, pedunculos clavados de 5 a 15 cm de largo;
involucros campanulados de 12 a 18 mm; flores liguladas 5 a numerosas de 8 a
18 mm de largo y 6 a 10 mm de ancho, de colores amarillo-anaranjado (Figura 2
y 3); con 40 a 400 flores tubulares en el disco (Villarreal, 2003). Se encuentra
ampliamente distribuida y naturalizada en diversas regiones templadas del
mundo, con un intervalo altitudinal que va del nivel del mar hasta
aproximadamente los 3000 m. En México, como especie cultivada, T. erecta se
distribuye en un intervalo de 800 a 2300 m s.n.m., y su patron de distribucién
responde tanto a la diversidad ambiental como a las practicas culturales

vinculadas a su manejo y cultivo (CONABIO, 2023).
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Figura 3 Inflorescencias de diversos genotipos de Tagetes erecta L.

Tagetes heterocarpha Rydb. (Figura 4) presenta una distribucion mas restringida,
extendiéndose desde el norte de México hasta Costa Rica por la vertiente
occidental, se desarrolla principalmente en pendientes rocosas y en asociacion
con bosques de pino-encino, entre 500 y 3500 m de altitud. En México, se ha
registrado en Chihuahua, Sonora, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Estado de México,
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Oaxaca y Chiapas; sin embargo, su presencia es limitada, ya que se concentra

en uno o pocos sitios dentro de estas entidades (Neher, 1966).

Figura 4 Inflorescencias de algunos genotipos de Tagetes heterocarpha Rydb.

Tagetes remotiflora Kunze (Linnaea 20: 23, 1847) —conocida comunmente
como: cincollaga, flor de muerto amarillo, tiringe (lengua purépecha)— es una
planta herbacea anual, de 10 a 70 cm de altura, con tallos erectos y ramificados,
glabros. Presenta hojas pinnadas, con foliolos lineares a lanceolados y margen
dentado, con glandulas diminutas. Las inflorescencias son cabezuelas solitarias
0 en cimas terminales, con flores liguladas amarillo-anaranjadas y flores del disco
tubulares con tintes rojizos (Figura 5). Los frutos son aquenios lineares con vilano

de escamas (Villareal, 2003).

Tagetes remotiflora se distribuye en el occidente-centro de México,
especificamente en Durango, Guanajuato, Querétaro, Jalisco, Michoacéan,
Estado de México y Guerrero. Habita en claros de bosques de pino-encino,
encino, mesofilos de montafia y selva baja caducifolia, asi como en sitios
perturbados. Se encuentra entre los 1800 y 3000 m s.n.m. y florece de agosto a
enero. A menudo, se relaciona fuertemente con T. erecta, misma que algunos
autores consideran como sin6nimo debido a que la delimitacion entre ambas

especies no es clara en el grupo donde se localiza (Villareal, 2003).
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Figura 5 Inflorescencias de diversos genotipos de Tagetes remotiflora Kunze.

La caracterizacion morfolégica de Tagetes erecta se ha centrado principalmente
en la identificacion de cultivares comerciales con rasgos homogéneos, de interés
para el ambito comercial e industrial (Namita et al., 2013). No obstante, existen
diversas variantes silvestres que con frecuencia se reconocen como especies
distintas, tal es el caso de T. heterocarpha y T. remotiflora. Estudios basados en
la estructura genética de T. erecta, han evidenciado una estrecha relacion entre
los materiales silvestres y los cultivados (Cicevan et al., 2022), lo que dificulta su
delimitacion taxondémica. Esta situacién no solo ha generado debate sobre la
circunscripcion de la especie, sino también plantea interrogantes sobre el posible
aporte genético de las formas silvestres en su origen y diversificacion de las
formas cultivadas (Figura 6). En este contexto, el estudio comparativo entre
materiales silvestres y cultivados adquiere relevancia para comprender el grado
de diferenciacion y las bases que han guiado su proceso de domesticacion.
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Figura 6 Inflorescencias de algunos genotipos de Tagetes erecta L. (cultivada,
derecha) y Tagetes remotiflora Kunze (silvestre, izquierda).
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2.6. Filogenia y Domesticacion

La filogenia del género Tagetes ha sido objeto de diversos estudios; sin embargo,
las relaciones evolutivas entre sus especies, particularmente en Tagetes erecta,
aun presentan incertidumbre debido a la complejidad citogenética y morfolégica
del grupo. En este contexto, se ha propuesto que Tagetes patula corresponde a
una especie anfidiploide originada a partir de Tagetes erecta y Tagetes tenuifolia,
con base en la presencia de regiones cromosOmicas compartidas, hipotesis
respaldada por estudios de caracterizacibn cromosomica, asi como por evidencia
morfologica y molecular obtenida a partir de ADNc (Hoshi et al., 2018; Kaplan,
1960).

A pesar de estos avances, el origen de Tagetes erecta no se conoce con certeza,
particularmente en lo que respecta al papel que desempefaron los materiales
silvestres en su proceso de domesticacion, no obstante, el andlisis de
poblaciones silvestres disponibles ha permitido identificar que existe cierta
afinidad genética y morfolégica con esta especie cultivada (Serrato-Cruz, 1999).
En este sentido, la caracterizacion citogenética, mediante la determinacién del
nivel de ploidia a través de recuentos cromosomicos o la estimacién del valor 2C
(contenido total de ADN nuclear), ha resultado util para distinguir entre especies
afines y cultivares cercanos a T. erecta (Hoshi et al.,, 2018). Debido a las
condiciones de poliploidia que presenta el género, diversas variedades de
plantas triploides inter e intraespecificas se crean a partir de progenitores de
diploides y tetraploides con propdésitos de mejoramiento y creacion de nuevas
variedades (Hoshi et al., 2018).

Entre las especies silvestres relacionadas, Tagetes heterocarpha y Tagetes
remotiflora resultan particularmente relevantes, ya que, a pesar de presentar
diferencias morfolégicas evidentes con Tagetes erecta, muestran afinidad
citogenética que permite el cruzamiento entre ellas en distintos grados (Serrato-
Cruz, 1999). Asimismo, Neher (1966) observo que varias especies del género,
en su mayoria anuales, presentan afinidad genética con distintos niveles de

compatibilidad bajo entrecruzamiento. No obstante, estudios de hibridacion
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indican que, aunque es posible obtener hibridos interespecificos en baja
frecuencia, la generacidn F2 resulta inviable, lo que sugiere la presencia de
barreras reproductivas de tipo pre o postcigoético; ademas, la viabilidad de los
cruzamientos puede depender del papel que desempefie T. erecta como

progenitor en el cruce (Serrato-Cruz, 1999).

La capacidad de cruzamiento, junto con fenébmenos como la infertilidad parcial y
el emparejamiento cromosomico irregular, ha sido interpretada como resultado
de diferencias estructurales entre genomas; en este sentido, estudios citolégicos
y morfologicos sugieren que distintas especies diploides de Tagetes pudieron
haber dado origen a hibridos alopoliploides (Towner, 1961). En relacién con la
ascendencia de Tagetes erecta, se ha planteado que las formas silvestres
registradas en algunas regiones de Meéxico podrian corresponder tanto a
poblaciones ancestrales como a individuos derivados del escape de cultivo
(Neher, 1966). Asimismo, la afinidad en el cruzamiento entre T. erecta y T.
heterocarpha (2n = 2x = 24), que produce progenie fértil con morfologia
intermedia, sugiere la posible existencia de un ancestro comun, cuya divergencia
y diferenciacion morfologica pudieron haber sido favorecidas por procesos

evolutivos en distintas regiones geograficas (Neher, 1966; Towner, 1961).

Desde una perspectiva de domesticacion, diversas fuentes historicas y
etnobotanicas indican que Tagetes erecta y T. patula han sido cultivadas en
México desde épocas prehispanicas, como lo evidencian registros en el Codice
Florentino y otras obras histéricas (Kaplan, 1960; Neher, 1968; Serrato, 1999).
Estos antecedentes, junto con estudios posteriores, sugieren que su
domesticaciéon implicé procesos de seleccidén continua, el manejo simultaneo de
formas silvestres y cultivadas, y la generacion de una amplia diversidad de
variantes. Este proceso, comparable al de otros cultivos mesoamericanos, refleja
un profundo conocimiento agricola que ha contribuido a la riqueza genética actual
del grupo. En contraste con los programas de mejoramiento intensivo
desarrollados en el extranjero, mientras que en México esta diversidad es

resultado, en gran medida, de la domesticacion tradicional.
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2.7. Manejo y cultivo de Tagetes

El manejo agrondmico de las especies del género Tagetes es un factor
determinante para su adecuado desarrollo, ya que su crecimiento, floracion y
rendimiento estan estrechamente relacionados con las condiciones ambientales
y edaficas en las que se cultivan. Las especies del género Tagetes se desarrollan
Optimamente en climas templados, con temperaturas entre 14.5 y 28.6 °C,
mientras que temperaturas mas elevadas afectan negativamente la floracion.
Ademas, presentan amplia adaptacion edéfica; empero, su mejor desempefio se
observa en suelos profundos, fértiles, bien drenados, con buena retencion de
humedad y pH cercano a 7.0-7.5, siendo los suelos franco-arenosos los mas
adecuados (Salehi et al., 2018). El cultivo puede establecerse mediante siembra
directa o trasplante, con espaciamientos variables segun el sistema de manejo.
Durante las primeras etapas, las plantulas son susceptibles a la competencia con
malezas, por lo que se requieren deshierbes iniciales. Practicas como el

despunte favorecen la ramificacién y la produccién de flores (Salehi et al., 2018)

El cultivo tolera periodos cortos de sequia y responde favorablemente a la
fertilizacion balanceada, particularmente con nitrégeno, fosforo y potasio.
Asimismo, puede verse afectado por diversas enfermedades flingicas,
bacterianas y virales, lo que requiere manejo fitosanitario adecuado.(Salehi, et
al., 2018). En conjunto, estas condiciones de manejo influyen directamente en el
desemperio fisioldgico de las plantas y, por ende, en la acumulacién de
metabolitos secundarios, lo que destaca la importancia de considerar los factores
agronomicos en estudios relacionados con la caracterizacion fitoquimica y el

aprovechamiento de estas especies.

2.8. Tagetes como recurso fitoquimico

Las plantas producen metabolitos secundarios como defensa contra herviboros,
pardsitos, bacterias y virus, y por lo tanto dependen de estos agentes como
disuasorios bioquimicos para su supervivencia (Karwani & Sisodia, 2015). Estos

metabolitos secundarios constituyen el valor intrinseco de una planta para su uso
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medicinal, farmaceutico o industrial; en este sentido, los efectos medicinales
beneficiosos de los materiales vegetales suelen resultar de la combinacion de los
productos secundarios presentes en la planta y sus componentes. Los métodos
de preparacion de los remedios tradicionales en los que se utilizan las plantas
son conservados y trasmitidos por los pueblos indigenas de generacion en

generacion.

La mayoria de las especies del género Tagetes son aroméaticas debido a la
presencia de aceites esenciales en glandulas localizadas en sus raices, hojas,
tallos y cabezuelas; junto con otros compuestos quimicos, estas sustancias estan
relacionadas con usos en medicina tradicional, ademas de ser pigmentantes,
saborizantes, repelentes de insectos, insecticidas, nematicidas, acaricidas y
fungicidas (Serrato-Cruz et al., 2014). A través de los afios, se ha intentado
descifrar los mecanismos de sintesis de los principios activos involucrados en la
actividad biolégica de las flores de Tagetes, asi como la extensa gama de
metabolitos secundarios que produce y sus potenciales aplicaciones, enfocadas

principalmente en el uso de hojas y flores.

El cempasuchil es una planta con un importante papel cultural en México; sus
llamativas flores son utilizadas cada afio en las festividades del dia de muertos.
No obstante, estas flores también estan dotadas de elementos con diversos usos
debido a los fitoquimicos que poseen. Estudios realizados en los diferentes
organos de T. erecta han permitido aislar diversos componentes quimicos, como
flavonoides, carotenoides y compuestos fendlicos, para evaluar su potencial
bioldgico (Burlec, et al., 2021; Dixit et al., 2013; Kaisoon et al.,2011; Rhama &
Madhavan, 2011). Las hojas o ligulas del cempasuchil poseen grandes
cantidades de luteina, una xantdfila (carotenoide) que es uno de sus principales
constituyentes con actividad antioxidante y pigmentante; ésta es utilizada en la
industria agropecuaria para alimentar aves de corral con el objetivo de producir
carne y yema de huevo con un color naranja mas intenso (Karwani & Sisodia,
2015).
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Entre las aplicaciones mas destacadas del cempasuchil se encuentra su uso en
la medicina tradicional, donde sus hojas machacadas funcionan contra
hemorroides, problemas renales, dolores musculares, Ulceras y heridas (Karwani
& Sisodia, 2015). A su vez, se ha informado sobre su actividad antibacteriana
utilizando extractos de flores, mostrando una actividad inhibitoria maxima contra
Klebsiella pneumoniae, siendo el flavonoide patulitrina uno de los elementos
responsables de esta actividad (Dasgupta, et al., 2012). Asimismo, exhibe una
importante actividad antioxidante debido a la presencia de carotenoides y
flavonoides, evidenciada mediante ensayos por el método FRAP, mostrando un
mayor poder reductor que el estandar (acido ascoérbico) (Basavaraj et al., 2011).
También se ha reportado que el uso de extractos hidroalcohdlicos de T. erecta 'y
G. sylvestre en geles de carbopol incrementa la curacion de heridas por escision
y guemaduras, posiblemente debido a la sinergia entre ambos extractos (Lim,
2014).

Existen diversas vias biosintéticas y catabdlicas complejas que intervienen en la
sintesis de productos finales y subproductos identificados como metabolitos
secundarios en los organismos vivos (Pasikanti et al., 2008). Actualmente, la
determinacién del perfil de sus componentes se ha convertido en una
herramienta valiosa para el estudio de los cambios en sus metabolitos en
respuesta a tratamientos o estados especificos en los sistemas biologicos
(Breitling et al., 2013). Adicionalmente, el perfil de metaboltos ha sido utilizado
como herramienta quimiotaxonOmica, ya que la presencia, ausencia o
abundancia relativa de metabolitos secundarios especificos puede reflejar
diferencias genéticas y evolutivas entre taxones cercanos, permitiendo la
comparacion y diferenciaciéon de especies y cultivares (Israilev & Seeligman,
1994).

En este sentido, estudios como el de Park et al. (2017), quienes analizaron la
acumulacion de carotenoides entre cultivares de T. erectay T. patula, detectaron
diferencias en compuestos como luteina y otros carotenoides mediante analisis

multivariados (PCA, OPLS-DA). Por otro lado, Tagetes remotiflora es una
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herbacea anual con distribucién regional en México, de condicion ruderal
(Serrato-Cruz, 2014), con actividad antibacteriana (Rincon et al., 2012) y cuya
composicion quimica y propiedades contra hongos fitopatdgenos aun no han sido
totalmente exploradas.

2.9. Tagetes como recurso fitogenético

Los avances en biologia molecular han proporcionado nuevos métodos de gran
utilidad como los marcadores basados en ADN; se pueden utilizar diversas
técnicas basadas en PCR para el analisis del genoma de una especie o
poblacién. Estos métodos han resultado ser relativamente rapidos y faciles de
usar, ya que revelan el polimorfismo presente y constituyen una herramienta
eficiente para la investigacion genética y el andlisis de la diversidad de los
organismos. En este sentido, los marcadores moleculares proporcionan una
solucion rapida y confiable para estimar la diversidad genética y la relacion entre
genotipos de cualquier organismo (Thormann et al., 1994), particularmente en
programas de mejoramiento donde el éxito depende de la cantidad de
variabilidad genética en el germoplasma y de las relaciones genéticas entre los

rasgos deseables de los ejemplares estudiados.

La estimacion de la diversidad genética es un paso esencial para cualquier
programa de mejoramiento de cultivos, ya que los materiales genéticamente
diversos ofrecen un amplio conjunto de genes (Jhang, 2010). El conocimiento de
los caracteres morfolégicos, o de los componentes bioquimicos utiles, y su
variabilidad genética, podria respaldar nuevos programas de mejoramiento
genético para diferentes especies de interés (Sestras, et al., 2009), como es el
caso del cempasuchil (Cicevan et al.,, 2022). La variacion genética y las
relaciones entre genotipos son esenciales para clasificar y utilizar los recursos de

germoplasma en el mejoramiento genético del cultivo (Kumar et al., 2019).

Asimismo, las tendencias en los programas modernos de fitomejoramiento
pudieron haber contribuido a la vulnerabilidad genética de las especies cultivadas
de Tagetes, por lo que resulta necesario diversificar el acervo genético de los
nuevos cultivares, introduciendo materiales silvestres para reducir el riesgo de
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crisis futuras (Cicevan et al., 2022). Mediante hibridacion interespecifica, por
ejemplo, entre T. erecta y T. patula, se pueden generar nuevos hibridos con un
intenso efecto de heterosis y caracteristicas ornamentales y comerciales
superiores (Singh & Vishwakarma, 2020). De esta manera, el éxito de los
programas de fitomejoramiento depende de la variacion genética del

germoplasma y de su uso eficiente (Patel et al., 2019).

Los marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) han demostrado ser Utiles
para identificar polimorfismos entre accesiones en diversos materiales, brindando
un gran potencial para resolver relaciones intra e intergenémicas (Namita et al.,
2013). Ademds, estos marcadores son eficaces para superar algunas
limitaciones de otros sistemas, como la baja reproducibilidad de los RAPD, el alto
costo de los AFLP y la necesidad de conocer secuencias flanqueantes en los
SSR (Zietkiewick et al., 1994). Su alta reproducibilidad se atribuye al uso de
cebadores largos y a las altas temperaturas de hibridacién, lo que incrementa la
rigurosidad del andlisis (Reddy et al., 2002).

El cempasuchil (Tagetes erecta), al ser un cultivo de polinizacién cruzada, ofrece
amplias posibilidades para su aprovechamiento mediante heterosis; sin embargo,
también puede reproducirse por autopolinizacion, lo que conlleva problemas de
endogamia que afectan el vigor de los tallos y el tamafio de las flores (Serrato-
Cruz et al., 2000). Esta especie ha sido ampliamente estudiada a nivel genémico,
ya que representa un importante acervo genético para entender su desarrollo y

evolucion.

El trabajo de clasificacion de Neher en 1966 (citado por Serrato-Cruz, 1999)
establece que T. erecta pertenece a un complejo de especies estrechamente
relacionadas, debido a su similitud morfologica. Estas especies han sido objeto
de intenso mejoramiento genético, sustentado en la alta diversidad genética que
existe en México (Serrato-Cruz, 1999). Tomando en cuenta su cultivo tradicional
y su uso desde épocas prehispanicas, se reconoce que esta especie ha
evolucionado bajo un constante proceso de domesticacion (Kaplan, 1960; Neher,

1966; Serrato-Cruz, 1999), lo que ha derivado en una marcada diferenciacion
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entre formas silvestres y cultivadas, generando interés en identificar los

materiales silvestres que dieron origen a las formas actuales.

La alta diversidad de la especie y su proximidad con otros materiales dificultan
los analisis de diversidad y la clasificacion taxon6mica, ya que los métodos
tradicionales basados en caracteres morfolégicos no han resuelto de forma
concluyente su delimitacion. Problemas como la identificacion incorrecta de
ejemplares, el uso de taxonomias desactualizadas y la imprecision en los sitios
de recolecta complican aun mas su estudio (Villasefior et al., 2005). En este
sentido, los perfiles moleculares en distintas poblaciones representan una
herramienta Util para superar estas limitaciones; no obstante, debido a la amplia

distribucion del género, es necesario ampliar el nUmero de materiales analizados.

2.10. PROBLEMA DE ESTUDIO

Atendiendo a la diversidad biolégica existente en Tagetes erecta y sus variantes
silvestres, asi como a las discrepancias en su clasificacién y a los problemas
taxonodmicos Y filogenéticos que existen en la especie, ha surgido la necesidad
de ampliar el conocimiento sobre los procesos de domesticacion que han
contribuido a su diversificacion. Estas observaciones motivaron a la realizacion
del presente estudio, donde se evaluaron genotipos silvestres y cultivados
provenientes de distintas regiones del pais a través de la caracterizacion
fitoquimica y molecular de sus componentes con el fin de estimar la diversidad

presente dentro y entre estas poblaciones.

Cabe aclarar que, en los ejemplares obtenidos en los trabajos de recolecta para
este estudio, no se tomd en cuenta la ascendencia de los materiales
recolectados, por lo que pueden estar sujetos a entrecruzamientos naturales con
otras variantes de Tagetes, lo que confiere un peso significativo a los resultados
obtenidos y la cercania entre algunos materiales en contraste de su lejania con

otros.
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3. PERFIL DE FLAVONOIDES EN GENOTIPOS SILVESTRES
Y CULTIVADOS DE Tagetes erecta L. MEDIANTE ANALISIS
HPLC

3.1. RESUMEN GENERAL

El presente estudio evalud la diversidad del perfil de flavonoides en 18 genotipos
silvestres y cultivados de Tagetes erecta, T. remotiflora y T. heterocarpha,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD), con el objetivo
de analizar la variacion fitoquimica y su relacién con la diferenciacion entre
genotipos. Se identificaron doce flavonoides en los extractos metandlicos de
flores, destacando la hesperidina, la rutina y la morina como los compuestos de
mayor concentracion, mientras que otros como naringenina, floretina y floritzina
presentaron valores bajos. El analisis de contenido total de flavonoides mostro
una alta variabilidad entre genotipos, con el mayor numero de flavonoides en T.
remotiflora, lo que sugirié6 una mayor capacidad biosintética en esta especie. Los
analisis multivariados, incluyendo agrupamiento jerarquico, distancia de
Mahalanobis y analisis de discriminacion canoénica, permitieron identificar grupos
diferenciados, asi como individuos atipicos asociados a posibles procesos de
deriva génica o introgresion. Los componentes candnicos indicaron que los
flavonoides como isorhamnetina, morina, quercetina y naringenina fueron
determinantes en la separacion de los grupos. La proyeccion tridimensional
mostré una clara diferenciacion de T. remotiflora, mientras que T. erecta y T.
heterocarpha presentaron mayor superposicion, reflejando similitudes en sus
perfiles metabdlicos. En conjunto, los resultados evidenciaron que la variabilidad
en flavonoides esta influenciada por factores genéticos y ambientales, y
respaldan el uso de estos compuestos como posibles marcadores

guimiotaxondmicos para la caracterizacion y diferenciacién del género Tagetes.

Palabras clave: Tagetes remotiflora Kunze, Tagetes heterocarpha Rydb., HPLC,
flavonoides, analisis multivariado.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Eduardo Daniel Ramirez Arvizu
Director de Tesis: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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3.2. ABSTRACT

FLAVONOID PROFILE IN WILD AND CULTIVATED GENOTYPES OF
Tagetes erecta L. BY HPLC ANALYSIS

The present study evaluated the diversity of flavonoid profiles in 18 wild and
cultivated genotypes of Tagetes erecta, T. remotiflora, and T. heterocarpha using
high-performance liquid chromatography (HPLC-DAD), aiming to analyze
phytochemical variation and its relationship with genotype differentiation. Twelve
flavonoids were identified in methanolic flower extracts, with hesperidin, rutin, and
morin showing the highest concentrations, while compounds such as naringenin,
phloretin, and phloridzin were present in lower amounts. The total flavonoid
content analysis revealed considerable variability among genotypes, with the
highest values observed in T. remotiflora, suggesting a greater biosynthetic
capacity in this species. Multivariate analyses, including hierarchical clustering,
Mahalanobis distance, and canonical discriminant analysis, allowed the
identification of distinct groups as well as outlier individuals, potentially associated
with genetic drift or introgression processes. Canonical components indicated that
flavonoids such as isorhamnetin, morin, quercetin, and naringenin played a key
role in group differentiation. The three-dimensional projection clearly separated T.
remotiflora, whereas T. erecta and T. heterocarpha showed greater overlap,
reflecting similarities in their metabolic profiles. Overall, the results demonstrate
that flavonoid variability is influenced by genetic and environmental factors and
support their use as chemotaxonomic markers for characterization and

differentiation within the genus Tagetes.

Index words: Tagetes remotiflora Kunze, Tagetes heterocarpha Rydb., HPLC,

flavonoids, multivariate analysis.

Thesis of Master of Science in Agricultural Biotechnology, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Eduardo Daniel Ramirez Arvizu
Advisor: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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3.3. Introduccidn

3.3.1 El género Tagetes: diversidad e importancia biolégica

El género Tagetes es el segundo género més grande de la tribu Tageteae (Soule,
1993; Panero, 2007); es cultivado ampliamente por su funcién ornamental,
debido a su amplio periodo de floracidon (Acosta de la Luz et al., 2010). En México,
Tagetes se distribuye en una amplia variedad de climas y suelos, principalmente
en regiones montafiosas donde predominan &reas de transicion climética
(Serrato-Cruz, 2014); estas situaciones le confieren al género una gran
diversidad que suele ocasionar problemas de clasificacion. La mayoria de las
especies de Tagetes presentan caracteristicas relevantes en horticultura, sus
atributos como habito de crecimiento y tolerancia ambiental, las convierten en
cultivos con alto potencial para aprovechamiento (Soule, 1993). Tagetes erecta
L. es la especie mas ampliamente estudiada y cultivada del género (Barajas-
Pérez et al., 2011). Ademas de su valor taxonémico, los atributos morfoldgicos
de T. erecta y sus elementos silvestres, se asocian con propiedades funcionales
y distintas implicaciones ecologicas (Zamudio et al., 2015).

3.3.2 Actividad biol6égica y metabolitos secundarios en Tagetes
Como parte de estas propiedades funcionales, la mayoria de las especies del
género Tagetes han mostrado una importante actividad biolégica frente a
diversos organismos que afectan cultivos de interés agricola, incluyendo
bacterias, hongos, nemétodos, insectos y plantas arvenses (Serrato & Quijano,
1993). Particularmente, los extractos obtenidos de Tagetes erecta se
caracterizan por la presencia de una amplia gama de compuestos (Marotti et al.,
2004); se ha demostrado que sus extractos, obtenidos en su mayoria en las
flores, ejercen mudltiples acciones farmacoldgicas, como propiedades
antibacterianas,  antimicrobianas, antioxidantes, = hepatoprotectoras 'y
cicatrizantes (Park et al., 2017). Estos efectos se atribuyen a la produccion de
diversos metabolitos secundarios, los cuales actian como mecanismos de

defensa contra plagas y patdgenos (Duke, 2008).
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3.3.3 Composicion quimica y metabolitos de interés
A través de los afios, se ha identificado un gran numero de metabolitos
secundarios en Tagetes, incluyendo flavonoides, alcaloides, poliacetilenos,
distintos tipos de terpenoides como carotenoides y aceites escenciales, ademas
de &acidos grasos (Rodriguez & Mabry, 1975). De estos metabolitos, los
carotenoides y flavonoides han sido identificados como los principales
componentes bioactivos y los de mayor interés, los primeros forman parte de los
pigmentos de la planta (Vasudevan et al., 1997). Particularmente, las flores de T.
erecta son el érgano mas rico en carotenoides y flavonoides (Hammoda, 2004).
En las ultimas décadas, la especie es reconocida como una fuente importante de
estos compuestos, ampliamente utilizados en la industria agroalimentaria por su

actividad antioxidante (Barzana et al., 2002).

3.3.4 Lavariabilidad metabdlica de Tagetes y sus distintos
enfoques
La sintesis de estos metabolitos suele ser dinAmica y cambia en funcion de los
factores genéticos, ambientales y el estado fisiolégico en el que se desarrolla
cada material. Como consecuencia de esta variabilidad, el conjunto de
metabolitos secundarios en plantas representa un campo de estudio amplio y
altamente diversificado (Pasikanti et al., 2008). De esta manera, resulta
fundamental analizar la composicién y variacion de estos compuestos desde un
enfoque integral, mediante el estudio de perfiles metabdlicos que permitan
comprender su dindmica como parte de un sistema biolégico. El conocimiento de
los perfiles metabdlicos en plantas ofrece varios beneficios, como obtener mas
informacion sobre la biosintesis de productos vegetales, ademas se considera
una herramienta valiosa para el estudio de los cambios bioquimicos en respuesta

a diferentes tratamientos o estados especificos (Weston et al., 2015).

3.3.5 Flavonoides: estructura, funcion y clasificacion
Concretamente, el estudio de los flavonoides ha sido de gran importancia debido
a su papel en la fisiologia vegetal, como mecanismo de defensa, proteccion a

estrés abidtico y en la pigmentacion floral (Agati et al., 2012; Harborne & Williams,
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2000). Los primeros estudios sobre flavonoides en T. erecta se enfocaron en
identificar compuestos individuales mediante técnicas clasicas de aislamiento
(Rodriguez & Mabry, 1975). Historicamente, los estudios en fitoquimica
consistieron principalmente en el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios, sin profundizar en su funcién biolégica. No obstante, este enfoque
ha evolucionado hacia una perspectiva mas integral, que busca comprender el

papel funcional de estos compuestos dentro de los sistemas bioldgicos.

En este sentido, la diversidad funcional de los flavonoides esta estrechamente
relacionada con su estructura quimica, la cual determina sus propiedades y su
actividad biologica (Tang et al., 2024). La estructura béasica de los flavonoides
esta formada por 15 &tomos de carbono dispuestos en dos anillos arométicos
conectados por una cadena lineal de tres a&tomos de carbono, esta estructura
generalmente se presenta como un ndcleo de flavano, representados por el
sistema C6-C3-C6, denominados A, B y C (Figura 7). Los distintos tipos (o
esqueletos) de flavonoides difieren en el nivel de oxidacion y el patron de
sustitucion del anillo C, mientras que las sustancias individuales dentro de una
misma clase difieren en el patrén de sustitucion de los anillos A y B. Entre los
numerosos tipos de flavonoides, los de particular interés son las flavanonas,
flavonas, flavonoles, antocianidinas, isoflavonas, chalconas, dihidrochalconas,
dihidroflavonoles y auronas debido a la variedad de sustancias y la diversificacion

del patrén de sustitucion (Bohm & Stuessy, 2001).

Figura 7 Estructura general del nacleo de flavano
(Bohm & Stuessy, 2001).
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Ademas de desempeniar funciones bioldgicas, los flavonoides pueden emplearse
como marcadores quimiotaxonémicos (Harborne, 1998), debido a su amplia
diversidad estructural, ya que muestran cierta coherencia con las clasificaciones
establecidas a nivel infrafamiliar y en niveles jerarquicos inferiores (Crawford,
1978; Emerenciano et al., 2001). En la familia Asteraceae, los flavonoides han
sido de gran valor sistematico, debido a su diversidad estructural y patrones de
distribucion en distintos niveles taxonémicos. Bohm y Stuessy (2001) sefalaron
que ciertos perfiles presentan consistencia a nivel tribal, lo que permite su uso
como marcadores complementarios a caracteres morfolégicos y la evidencia

molecular, ya que reflejan posibles tendencias evolutivas en su biosintesis.

3.3.6 Flavonoides en Tagetes y su valor qguimiotaxondmico
En el género Tagetes, la diversidad en las estructuras y patrones de acumulacién
de los flavonoides también suele estar asociada con diferencias genéticas entre
especies, lo que permite su uso en la delimitacion taxonémica y el estudio de
relaciones filogenéticas entre especies (Bohm & Stuessy, 2001; Harborne &
Mabry, 1982). En contraste, en Tagetes erecta existe poca literatura enfocada en
el uso de flavonoides con fines taxondmicos; sin embargo, se han desarrollado
estudios basados en otros metabolitos, particularmente carotenoides, donde el
andlisis de su perfil y acumulacion ha permitido evidenciar variaciones entre
cultivares y destacar su utilidad en la caracterizacion quimica de la especie (Park
et al., 2017). Si bien existen controversias sobre el uso de flavonoides para
resolver problemas taxondmicos, se pueden considerar algunas inferencias al

utilizar estos marcadores.

3.3.7 Técnicas de anédlisis de metabolitos
En los trabajos de identificacion y caracterizacion de flavonoides y otros
metabolitos secundarios se pueden distinguir algunas tecnologias, como la
cromatografia, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de
masas (EM) (Trethewey, 2004). Tanto los métodos de RMN como de EM
proporcionan amplios datos estructurales y conformacionales para la elaboracion

de perfiles metabdlicos completos (Beckonert et al., 2007). Diversas técnicas,
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como la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), la
cromatografia de gases-espectrometria de masas de tiempo de vuelo (GC-
TOFMS) y la cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS), han
ganado amplia aceptacion como métodos estandar para el analisis de
metabolitos (Park et al., 2017).

En este contexto, el uso de técnicas analiticas como la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) ha demostrado ser una herramienta eficaz para la
separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos,
particularmente flavonoides, debido a su alta sensibilidad, reproducibilidad y
capacidad de resoluciébn en mezclas complejas (Beckonert et al., 2007,
Trethewey, 2004). Esta técnica permite obtener perfiles metabodlicos detallados,
lo que facilita la comparacién entre distintos genotipos y la identificacion de
patrones quimicos asociados a su variabilidad (Park et al., 2017). A pesar de los
avances en el estudio fitoquimico del género Tagetes, los analisis comparativos
que integran materiales silvestres y cultivados de origen mexicano son aun
limitados, por lo que el presente trabajo representa una de las primeras
contribuciones sobre el perfil de flavonoides en genotipos domesticados y

silvestres de Tagetes en México.

El presente estudio tuvo como objetivo analizar las diferencias en el perfil de
flavonoides presentes en las flores de 18 genotipos domesticados y silvestres de
Tagetes, con la finalidad de aportar informacion sobre las relaciones
intraespecificas entre genotipos y generar inferencias respecto a su clasificacion.
La identificacion y cuantificacion del perfil de flavonoides se llevé a cabo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a un detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD).
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3.4. Materiales y métodos

3.4.1 Material Vegetal
Aquenios recolectados de plantas de Tagetes de distintas localidades (Cuadro 3)
en etapa fenologica de floracion terminal se utilizaron para el presente estudio.
El proceso de cultivo del material vegetal se realizdé en el mes de junio de 2024
en el laboratorio de semillas y los invernaderos de la Universidad Autonoma
Chapingo. Se colocaron semillas en cajas petri con agua destilada, adicionando
dos mililitros de &cido giberélico (0.1 % p/v) con la finalidad de romper la latencia.
Las semillas que germinaron fueron transplantadas a macetas de siete pulgadas
con peatmoss; las plantulas fueron regadas hasta alcanzar la floracién, los
capitulos formados por cada planta fueron cortados y depositados en costales de
tela pellén, debidamente etiquetados. Finalmente, los costales fueron sumergidos
en nitrégeno liquido durante un minuto y almacenados a -20 °C en

ultracongelador.

Cuadro 3 Genotipos Silvestres y Cultivados de Tagetes.

Nombre Cadigo Especie Sitio de colecta Latitud Longitud

San Pablo Ixayoc,
Texcoco. Edo de Mex. 19.472856 -98.793309

San Pablo Ixayoc,
Texcoco. Edo de Mex.

Xochimilco eXo T. erecta Tlahuac, Edo de Mex 19.239363 -99.001538
Huajuapan de leon, 17.796239 -97.808244
Oaxaca
San Pablo Ixayoc,
Texcoco. Edo de Mex.
San Francisco Sola,

1 eSPI1 T. erecta

4 eSPI2 T. erecta 19.472856 -98.793309

6 eHu T. erecta
5 rSPI T. remotiflora 19.472856 -98.793309

06 Oaxaca rSFS06 T.remotiflora 16.504297 -96.951959

Oaxaca
Rem Papel  rSFS T.remotifiora ~ San FranciscoSola, ¢ 544597 96951959
Oaxaca
Cacahuamilpa hKK h T Cacahuamilpa, Gerrero 18.68257 -99.507098
eterocarpha
C.del Aguila  hCA T Ajuchitian del Progreso, 14 5189 10042564
heterocarpha Guerrero

Nota. Los genotipos identificados como Tagetes erecta constituten a los materiales cultivados y
los genotipos identificados como Tagetes remotiflora y Tagetes heterocarpha constituyen a los
materiales silvestres. Las coordenadas geograficas se expresan en grados decimales (°) bajo el
sistema de referencia WGS84.
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3.4.2 Extraccion de Flavonoides
La extraccion de flavonoides se realizd en el laboratorio de Fitoquimica del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo en el mes de marzo del 2025.
Para la extraccion se utilizé el método reportado por Aguifiiga-Sanchez (2017).
Inicialmente, se extrajeron las ligulas de cada capitulo de las muestras que se
analizaron. Se pesaron 0.5 g de material vegetal y se deposito en sobres
pequefios de papel aluminio. La liofilizacion de las muestras se realiz6 utilizando
un liofilizador de laboratorio (sistema de liofilizacién por congelacién) tipo FD-18,
marca U-Therm International. Una vez terminado el proceso, cada material fue
molido en un tubo de fondo plano, utilizando un pistilo de cristal, formando un

polvo fino.

El proceso de extraccion se realizé por triplicado, a cada tubo se adicionaron 5
mL de metanol (99,8 %, ACS, Merck, Darmstadt, Alemania) por 24 h en
refrigeracion (-4 + 2 °C). Las muestras fueron sonicadas por 10 min con intervalos
de paro de 5 min. Posteriormente, cada extracto se filtr6 mediante filtros de
jeringa Whatman (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) de 0.5 uM. Finalmente, los
extractos fueron depositados en viales ambar para lectura en cromatégrafo de
1.5 mL.

3.4.3 Identificacion de Flavonoides mediante HPLC
La identificacion de los flavonoides presentes en las ligulas se realizé6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD). Los andlisis se llevaron a
cabo en un sistema Agilent Technologies® 1100, equipado con inyector
automatico modelo 1200 y detector de arreglo de diodos (DAD) 1100. La
separaciéon cromatografica se efectué en una columna Hewlett Packard Hypersil
ODS (C18) de 5 um de tamario de particula (125 x 4.0 mm d.i.). La fase movil
consistié en un sistema binario compuesto por (A) agua acidificada a pH 2.5 con
acido trifluoroacético (TFA) y (B) acetonitrilo (ACN), empleando un programa de
elucidén en gradiente. Las condiciones operativas fueron: flujo de 1.0 mL-min1,
temperatura de columna de 30 °C, a un volumen de inyeccién variable y tiempo

total de corrida de 25 min. La adquisicion e integracion de los cromatogramas se
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realiz6 mediante el software ChemStation®. La identificacion de los compuestos
se efectud por comparacién de tiempos de retencion y espectros UV-Vis con
estandares analiticos de rutina, floridzina, miricetina, quercetina, naringenina,

floretina, apigenina y galangina.

3.4.4 Andlisis de los perfiles cromatograficos
Para reforzar la interpretacion de los resultados, los datos se analizaron de dos
formas; se realizé un andlisis considerando los promedios por genotipo y otro
analizando individualmente las repeticiones experimentales, con el fin de evaluar
la consistencia de los patrones observados y la identificacion de genotipos
contrastantes en funciébn de la composicion de flavonoides observados.
Finalmente, se efectué un analisis de distancias de Mahalanobis entre grupos y

distintas proyecciones de los genotipos en el espacio canonico.

Para ambos casos, el andlisis del perfil de flavonoides de los 18 genotipos de
Tagetes se llevé a cabo através de un andlisis de agrupamiento jerarquico
(cluster), para ello se utiliz6 como medida de disimilitud la distancia de
Mahalanobis (1936), que calcula la disimilitud entre dos puntos, en un espacio
multidimensional, considerando la correlacién entre sus variables, para encontrar
el numero 6ptimo de grupos con base en la similitud observada entre ellos.
Posteriormente, se aplico un analisis de discriminacion candnica (ADC), para
reducir la dimensionalidad de los datos (Johnson
& Wichern, 2007), a partir de este andlisis, se evalud la significancia de los
componentes generados, mediante sus coeficientes de correlacion.
Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de los valores
de proyeccién canodnica, seguido de una prueba de comparacion de medias de
Tukey (HSD, a = 0.05), con el fin de determinar diferencias significativas en el
contenido de flavonoides entre los grupos formados. Todos los analisis fueron

procesados mediante el programa SAS Version 9.1.
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3.5. Resultados y discusién

3.5.1 Contenido total de flavonoides
El contenido total de flavonoides (Cuadro 4) se estimd mediante la suma de las
concentraciones de los flavonoides individuales analizados, expresandose en
mg/g de peso seco (PS). Se observaron diferencias importantes entre los
genotipos evaluados, destacando rSFS06-04 con el mayor contenido total (1.
mg-g* PS), seguido de rSPI-01 (0.66 mg-g* PS), rSPI-02 (0.61 mg-g* PS) y
eSPI-02 (0.53 mg-g* PS). En contraste, los valores mas bajos se registraron en
hCA-01 (0.02 mg-g* PS), hCA-06 (0.04 mg-g* PS) y eHu-12 (0.04 mg-g* PS), lo
gue evidencia una variabilidad significativa en la acumulacion de flavonoides

entre los materiales analizados.

Cuadro 4 Contenido total de flavonoides (mg-g* de peso seco)
en los 18 genotipos analizados de Tagetes.

No. Muestra mg-g? No. Muestra mg-g?
1 rSFS06-17 0.29 10 hCA-01 0.02
2 rSFS06-04 1.33 11 hCA-06 0.04
3 rSFS06-08 0.20 12 rSFS-01 0.46
4 rSPI1-01 0.66 13 rSFS-02 0.14
5 rSPI-02 0.61 14 eSPI-01 0.07
6 eSPI-08 0.27 15 eSPI-02 0.03
7 eSPI-02 0.53 16 eHu-12 0.04
8 hKK-06 0.18 17 eHu-09 0.06
9 hKK-12 0.18 18 eXo-01 0.43

Se identificaron doce flavonoides en los materiales analizados, caracterizados
con base en sus tiempos de retencién. Los tiempos de retencion (min) registrados
fueron: 9.13 para miricetina; 17.61 para kaempferol; 18.33 para isorhamnetina;
17.37 para apigenina; 6.09 para rutina; 11.28 para morina; 13.0 para quercetina;
2.56 para catequina; 8.26 para hesperidina; 9.0 para floritzina; 15.61 para

naringenina y 16.25 para floretina.

A través de los valores promedio de la concentracion obtenidos para cada

flavonoide, se observé que hesperidina fue la mas abundante, alcanzando un
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valor maximo de 0.673 mg-g* en el genotipo rSFS06-04, seguida por la rutina,
con valores de hasta 0.417 mg-g?, y la morina, que mostré concentraciones de
hasta 0.257 mg-g*. En un nivel intermedio, compuestos como la quercetina
(hasta 0.242 mg-g') y la catequina (hasta 0.151 mg-g?) presentaron
concentraciones relativamente altas y comparables entre si en algunos
genotipos. Por otro lado, flavonoides como el kaempferol (hasta 0.054 mg-g?), la
miricetina (hasta 0.0246 mg-g?) y la isorhamnetina (hasta 0.018 mg-g?) se
encontraron en concentraciones moderadas. Finalmente, los compuestos con
menor presencia fueron la naringenina (hasta 0.028 mg-g?), la floretina (hasta
0.0289 mg-g?) vy la floritzina (hasta 0.0093 mg-g?), mientras que la apigenina

mostro una baja presencia, identificada Unicamente en algunos genotipos.

Los resultados obtenidos difieren parcialmente de lo reportado por Youssef et al.
(2022), quienes identificaron a la apigenina como el principal flavonoide, seguida
de la hesperidina en extractos metandlicos. En el presente estudio, aunque la
hesperidina también destac6é como uno de los compuestos mas abundantes, la
apigenina mostré una baja presencia en la mayoria de los genotipos analizados.
Estas diferencias podrian atribuirse a la variabilidad genética de los materiales,
las condiciones de cultivo, asi como posibles diferencias en los métodos de
extraccidon y andlisis empleados. No obstante, la coincidencia en la importancia
de la hesperidina sugiere que este compuesto podria desempefiar un papel

relevante en el perfil fitoquimico del género Tagetes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden parcialmente con lo
reportado en otras especies del género Tagetes. En este sentido, en T. gracilis
se han identificado flavonoides como quercetagetina 7-glucosido, quercetina 3-
glucosido y quercetina 3-galactosido, mientras que en T. multiflora se ha
determinado la presencia de quercetagetina, quercetagetina 7-glucésido,
luteolina, luteolina 7-glucésido, quercetina 7-glucdsido y quercetina 5-glucésido
(Israilev & Seeligmann, 1994). Aunque en los estudios se ha indicado un niamero
reducido de compuestos detectados en los patrones cromatograficos, el analisis

comparativo revela afinidades quimicas importantes entre las especies,
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particularmente en relacion con las agliconas predominantes (Israilev &
Seeligmann, 1994). En concordancia con lo anterior, en los genotipos analizados
en el presente trabajo se observo la presencia de flavonoides derivados de la
quercetina, asi como otros compuestos caracteristicos del metabolismo
flavonoide, lo que sugiere una conservacion parcial del perfil fitoquimico dentro
del género, no obstante, de la variabilidad observada en las concentraciones y

composicién especifica entre materiales.

Las concentraciones promedio de seis flavonoides (Figura 8) mostraron una
tendencia clara de mayor acumulacién en los genotipos correspondientes a
Tagetes remotiflora, en comparacion con T. erecta y T. heterocarpa. Este
comportamiento es particularmente evidente en compuestos como morina y
rutina, los cuales alcanzaron valores considerablemente superiores dentro de los
genotipos de remotiflora, mientras que la hesperidina presenté picos elevados en
muestras especificas de este mismo grupo. Asimismo, flavonoides como
miricetina y catequina, aungue en menores concentraciones absolutas,
mantuvieron consistentemente valores mas altos en T. remotiflora en relacion con

los otros genotipos.
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Figura 8 Contenido promedio de los flavonoides: miricetina, morina, hesperidina,
rutina, apigenina, y catequina en tres genotipos de Tagetes: T. remotiflora, T.
heterocarpha y T. erecta, respectivamente.

Este patron sugiere una mayor capacidad biosintética de T. remotiflora para la
produccion de estos compuestos fendlicos, posiblemente asociada con
diferencias genéticas entre especies o a mecanismos de adaptacion fisiologica,
como respuesta a factores de estrés ambiental. Dado que los flavonoides
desempeiian funciones clave en la proteccion contra radiacion UV, defensa
antioxidante y respuesta a patégenos (Burlec et al., 2021); la mayor acumulacién
observada en T. remotiflora podria reflejar una estrategia metabdlica diferencial
gue favorece su supervivencia en condiciones especificas, ademas de presentar
una mayor acumulacion de metabolitos secundarios debido a su naturaleza

silvestre.
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Figura 9 Contenido promedio de los flavonoides: isorhamentina, floritzina,
guercetina, kaempferol, naringenina y floretina en tres genotipos de Tagetes:
T. remotiflora, T. heterocarpha y T. erecta, respectivamente.

El contenido promedio de los flavonides restantes identificados, como
isorhamnetina, floritzina, quercetina, kaempferol, naringenina y floretina (Figura
9) mostré variaciones entre los genotipos de Tagetes remotiflora, T. heterocarpha
y T. erecta. En general, la quercetina y el kaempferol destacaron por presentar
concentraciones relativamente mayores en comparacion con los restantes
metabolitos, particularmente en ciertos genotipos de T. erecta y T. heterocarpha.
Asimismo, la isorhamnetina y la naringenina exhibieron valores intermedios y una
distribucion mas homogénea entre especies. En contraste, la floritzina y la
floretina se detectaron en bajas concentraciones en la mayoria de los genotipos
analizados. Estas diferencias coinciden nuevamente con una variabilidad en la
expresion metabdlica de flavonoides entre especies, lo que podria estar
relacionado con factores genéticos y adaptativos propios de cada grupo.
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3.5.2 Andlisis del contenido total de flavonoides por promedios
Inicialmente, se generd una matriz de datos con las concentraciones promedio
de los 12 flavonoides identificadis en las flores de los 18 genotipos de Tagetes.
A partir de esta informacion, se realiz6 un andlisis de agrupamiento jerarquico,
en el cual, mediante el cambio en el valor del estadistico pseudo-T?2, se obtuvieorn

cuatro grupos.

A partir del andlisis de agrupamiento, se gener6 un dendrograma (Figura 10), que
permitié visualizar la similitud entre los genotipos evaluados. Los grupos se
organizaron en dos conjuntos principales y dos individuos independientes
(outliers), donde la distancia de similitud fue de 0.12. El primer grupo, formado
por los materiales con mayor variabilidad interna, muestré6 una composicion de
flavonoides mas diversa que incluye materiales de los tres genotipos estudiados,
T. erecta, T. remotiflora y T. heterocarpha, mientras que el segundo presenta una
agrupacion mas compacta, donde se aprecia que algunos individuos de Tagetes
remotiflora se mantuvieron de manera independiente, lo que podria sugerir un

perfil metabdlico mas diferenciado.

De manera complementaria, se identificd que, el grupo tres, estuvo conformado
Gnicamente por el individuo eSPI02, mientras que el grupo cuatro incluy6
exclusivamente al outlier hKK12, ambos se ubicaron alejados de los demas
individuos de sus respectivos genotipos. Esta separacion podria estar asociada
a procesos de introgresion genética o a efectos de deriva génica, que han
favorecido la conservacion de variantes metabdlicas particulares, relacionados
con la biosintesis de flavonoides. En este sentido, la deriva génica puede generar
cambios aleatorios en la frecuencia de alelos y contribuir a la diferenciacién de
ciertos individuos dentro de una poblacion, aun en ausencia de presion selectiva
directa (Wright, 1931). Por lo tanto, la posicion aislada de estos genotipos sugiere
la presencia de caracteristicas bioquimicas distintivas que podrian reflejar
antecedentes evolutivos especificos o eventos de recombinaciéon genética que

influyen en su perfil fitoquimico.
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Figura 10 Dendrograma de agrupamiento de 18 genotipos de Tagetes
con base en la composicion de flavonoides, utilizando la distancia de
Mahalanobis.

Posteriormente, se calculé una matriz de distancias entre los grupos formados
utilizando la Distancia de Mahalanobis (Cuadro 5), para cuantificar el grado de
disimilitud multivariada y complementar la interpretacion de la estructura de
agrupamiento. Los resultados muestraron que todas las distancias entre grupos
fueron significativas (p < 0.05), de acuerdo con la prueba F, que indicé
diferenciacion entre los cuatro clusteres. Asimismo, se observo una variacion
considerable en la magnitud de las distancias, destacando una mayor separaciéon
del cluster cuatro respecto a los demas grupos, por lo tanto, este conjunto
presento el perfil de flavonoides mas divergente en comparacion con el resto.
Cuadro 5 Matriz de distancias de Mahalanobis entre grupos,

basada en cuatro componentes canonicos (Cluster), generados
en el analisis de agrupamiento jerarquico.

Cluster 1 2 3 4
1 0
2 2830* 0
3 1608* 6627* 0
4 209686* 174361* 228046* 0

Nota. Las distancias se evaluaron mediante la prueba F; (*) indica diferencias
significativas (p < 0.05).
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Este analisis complementario facilitd la validaciéon de los grupos obtenidos y
permitié confirmar que los clusteres son diferentes de acuerdo con los perfiles de
flavonoides que representan. Una vez que se establecio el nUmero de grupos y
sus diferencias significativas, se realizé un analisis de discriminacion candénica
(ADC), mediante el cual se identificaron los tres ejes o componentes canonicos
que aportaron mas informacion (Cuadro 6), la correlacion para el primer
componente fue la mas alta. El andlisis demostré que existen cuatro variables
principales, definidas por los flavonoides més representativos, cada uno en su

propio eje dentro de la estructura candnica total.

La variacion entre los cuatro grupos generados fue evaluada mediante la prueba
de comparacion multiple de Tukey (a = 0.05), la cual confirmé que las diferencias
resultaron ser estadisticamente significativas entre los grupos. El primer
componente canodnico (Canl) estuvo asociado con los flavonoides isorhamnetina

y floridzina; el segundo (Can2), con morina; y el tercero (Can3), con kaempferol.

Cuadro 6 Coeficientes de la estructura candnica total del analisis
de 12 flavonoides.

Variable Canl Can2 Can3
Miricetina 0.065751 0.612221 0.088573
Kaempferol -0.046619 -0.449678 0.856399*
Isorhamentina 0.938234* 0.026822 0.00822
Apigenina -0.071652 0.018298 -0.082372
Rutina -0.048835 0.575578 0.530812
Morina 0.036571 0.95495* 0.256901
Quercetina 0.221671 -0.392931 0.058927
Catequina -0.140144 -0.212885 -0.040265
Hesperidina 0.019062 0.438056 0.120604
Floritzina 0.993745* -0.079852 0.020195
Naringenina 0.100379 0.444199 0.101376
Floretina -0.186731 -0.581524 0.555399

Nota. Los valores con asterisco (*) indican los coeficientes candnicos de mayor
magnitud en cada componente (Canl, Can2 y Can3), correspondientes a las
variables con mayor contribucion a la discriminacién entre grupos.

Los materiales que formaron el primer grupo estan compuestos por cinco
individuos de Tagetes erecta, colectados en las localidades de: Xochimilco, San
Pablo Ixayoc, EdoMex. y Huajuapan de Ledén, Oaxaca, conjuntamente, dos
individuos de Tagetes remotiflora, provenientes de San Francisco Sola, Oaxaca
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y tres individuos de Tagetes heterocarpha, provenientes de Santa Ana del Aguila,
municipio de Ajuchitlan y Cacahuamilpa, Guerrero. La formacién de este grupo
con individuos de distintos genotipos dentro de un mismo cluster podria deberse
principalmente a la similitud en los perfiles que presentan, los cuales trascienden
la delimitacion taxondmica tradicional. Este patron puede atribuirse, en primer
lugar, a la conservacion de rutas biosintéticas compartidas entre los tres
genotipos de Tagetes, lo que da lugar a la produccion de flavonoides
estructuralmente similares entre ellos (Harborne & Mabry, 1982).

Asimismo, es posible que factores ambientales relativamente semejantes entre
las localidades de origen —como altitud, radiacion solar, tipo de suelo o
condiciones de estrés— influyan de manera convergente en la expresion
metabdlica, favoreciendo la acumulacion especifica de algunos metabolitos
(Close & McArthur, 2002; Treutter, 2005). Por otra parte, la existencia de perfiles
fitoquimicos afines entre genotipos es debida propiamente a la proximidad
genética o historia evolutiva que comparten (Bohm & Stuessy, 2001). En
conjunto, estos elementos sugieren que la variacion del perfil de flavonoides no
s6lo responde a la identidad especifica, sino también a la interaccion entre
factores genéticos y ambientales, lo que explica la formacion de grupos mixtos

en el dendrograma.

De la misma forma se gener6 una gréfica tridimensional de la estructura canénica
(Figura 11) que permiti6 observar de manera mas clara las posiciones de los
grupos en cada componente. Inicialmente, se observa que los grupos uno y dos
presentan similitud en las concentraciones de kaempferol, isorhamnetina y
floridzina; no obstante, su separaciéon se debi6 a diferencias en la concentracion
de morina en el componente dos. Asimismo, se puede observar que, de los dos
individuos outliers, el Genotipo eSPI-02 presenta diferencias marcadas en el
contenido de morina con menor concentracion, y una mayor concentracion de
kaempferol. Por otra parte, el outlier hKK-12 es el mas alejado, debido a un mayor
contenido de isorhamnetina y floridzina, pero con valores de morina similares a

los presentados por el Genotipo eSPI-02. El grafico proporciond una proyeccion
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clara de las relaciones entre los genotipos de Tagetes, basada en la variacion
multivariante de los 12 flavonoides.

En general, se observa una agrupacion compacta de variables con correlaciones
positivas, asociadas con la concentracion de estos compuestos. La mayoria de
los genotipos de T. remotiflora se agrupan estrechamente, formando un conjunto
homogéneo, a diferencia de algunos genotipos de T. erecta y T. heterocarpha.
Estos ultimos tienden a ubicarse cerca del centro del Componente 3, sugiriendo
perfiles promedio. Sin embargo, esta tendencia se ve contrastada por el Genotipo
eSPI-02, que se posiciona en el extremo del Componente 2. Esto evidencia una
variabilidad importante dentro de T. erecta (Cicevan et al.,, 2022). Resulta
importante mencionar que estos hallazgos son los primeros reportados para los

genotipos silvestres; T. remotiflora y T. heterocarpha.
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Figura 11 Diagrama de la estructura canonica de los cuatro grupos generados.

En los estudios realizados por Youssef (2022) y Rivas-Garcia (2023) se report6

la presencia de flavonoides caracteristicos de Tagetes erecta, principalmente del
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tipo flavonoles, entre los que destacan kaempferol, isorhamnetina, quercetina y
rutina, los cuales coinciden con los identificados en el presente trabajo,
respaldando la consistencia de los resultados obtenidos. No obstante, ambos
estudios presentaron un enfoque mas limitado en relacion con la diversidad de
los flavonoides reportados, ya que el presente analisis evidencio un perfil mas
amplio, incluyendo compuestos como miricetina, morina, apigenina, catequina,
hesperidina, floridzina, naringenina y florentina, de los cuales existe poca o nula

informacion en la literatura para esta especie.

Por otra parte, Burlec et al. (2021) identificaron mas de 50 compuestos en el
extracto metandlico de T. erecta, pertenecientes a diferentes clases de
metabolitos, como aminoécidos, derivados del &cido eldgico, asi como
flavonoides, especialmente glucosidos de quercetagetina, quercetina,
kaempferol y patuletina, pero también sus agliconas (quercetina, kaempferol,
patuletina, isorhamnetina y axillarina). Algunos de estos compuestos se han
descrito previamente en la literatura para T. erecta, en particular la
qguercetagetina y algunos de sus derivados: acido siringico, quercetina,
kaempferol, &cido elagico y acido galico (Burlec et al., 2021). Sin embargo, hasta
donde se sabe, este es el primer perfil de flavonoides de un extracto metandlico

de flores de T. erecta utilizando a su vez, materiales silvestres.

Adicionalmente, se ha sefialado que algunos compuestos, como la naringenina,
pueden presentar una distribucion diferencial en la planta, con mayor presencia
en tallos y hojas, a diferencia de las flores (Youssef et al., 2022), lo que resalta la
importancia del tipo de tejido; para futuros estudios se recomienda ampliar las
fuentes de extraccién de flavonoides en los genotipos analizados para generar
informacion adicional. En conjunto, estas diferencias sugieren una mayor
complejidad fitoquimica en los genotipos evaluados en el presente trabajo,
posiblemente asociada con variaciones genéticas, condiciones ambientales y a
la metodologia analitica empleada, ademas de la naturaleza silvestre de los

materiales.
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Entre los flavonoides identificados en el presente estudio, destacan algunos que
han sido ampliamente estudiados debido a sus multiples aplicaciones bioldgicas
y relevancia en la salud humana. En este sentido, la quercetina es reconocida
como uno de los flavonoides més investigados a nivel mundial, debido a su
potente actividad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena, asi como por
su capacidad de modular el sistema inmune y su efecto potencial en la prevencion
de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (Boots et al., 2008); ademas
de presentar actividad como quelante de iones como Cu*? o Fe*?, ya que puede
formar combinaciones estables debido a que en su estructura posee tres posibles
sitios de quelacién que le confieren su actividad antioxidante (Cherrak et al.,
2016).

Por otra parte, la naringenina, perteneciente al grupo de las flavanonas, ha sido
ampliamente estudiada por sus efectos hepatoprotectores, antioxidantes y
antiinflamatorios, ademas de su capacidad para regular el metabolismo lipidico y
glucidico, siendo relevante en el contexto de enfermedades como la diabetes y
la obesidad (Mulvihill & Huff, 2012). Asimismo, la apigenina, una flavona de
interés se caracteriza por sus propiedades antiinflamatorias, ansioliticas y
anticancerigenas, destacando su papel en la regulacion del ciclo celular y la
induccion de apoptosis en células tumorales (Shukla & Gupta, 2010). Finalmente,
la catequina, perteneciente a los flavanoles, es ampliamente conocida por su
fuerte actividad antioxidante y su presencia en alimentos como el té verde, donde
ha sido asociada con beneficios cardiovasculares y efectos neuroprotectores
(Khan & Mukhtar, 2013). En conjunto, estos compuestos evidencian la relevancia
bioldgica y el potencial funcional del perfil de flavonoides identificado en los

genotipos analizados.

Asi mismo, el kaempferol presenta las mismas propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y anticancerigenas y ha sido asociado con la inhibicién del
crecimiento tumoral y la proteccion celular frente al estrés oxidativo (Calderon-
Montafio et al., 2011). De manera general, los flavonoides son metabolitos con

una notable capacidad para quelar iones metalicos prooxidantes; un gran nimero
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de sus homologos pueden formar complejos estables con metales a través de
sus grupos hidroxilo o incluso carbonilo, cuando estan presentes (Burlec, et al.,
2021). En este contexto, los extractos de plantas ricos en flavonoides representan
una fuente importante de compuestos bioactivos, ya que su accion conjunta
puede potenciar los efectos antioxidantes y protectores, lo que incrementa su
valor en aplicaciones farmaceéuticas. A su vez, el interés por sus concocer a
profundidad sus aplicaciones nutracéuticas y en la prevencion de enfermedades

asociadas al estrés oxidativo ha aumentado en los ultimos afios.

Cabe mencionar que, la obtencion de extractos de Tagetes requiere la aplicacion
de metodologias que permitan recuperar de manera eficiente estos compuestos
bioactivos. La eleccion del método de extraccion influye directamente en la
composicidén, concentracion y estabilidad de los flavonoides obtenidos en los
extractos. Por ello, el uso de técnicas adecuadas no solo optimiza el rendimiento,
sino también permite realizar analisis mas precisos y confiables de los perfiles
fitoquimicos obtenidos. En este contexto, diversos estudios han demostrado que
los métodos de extraccién aplicados en especies del género Tagetes son

determinantes para la caracterizacion de estos compuestos fendlicos.

El método empleado en el presente estudio presenta similitudes con el reportado
por Rivas-Garcia et al. (2023), particularmente en el uso de material vegetal
liofilizado y disolventes organicos; sin embargo, difiere en aspectos clave como
el uso de metanol como disolvente, un periodo de extraccion prolongado de 24 h
en condiciones de refrigeracion y la aplicacion de sonicacion. En contraste, en el
trabajo antes mencionado, utilizaron una mezcla de etanol, agua y acido férmico,
junto con homogenizacion mecanica y agitacion a temperatura ambiente,
condiciones que favorecen la acidificacion del medio y pueden influir en la
eficiencia de recuperacion de ciertos metabolitos. Al margen de estas diferencias,
ambos enfoques han demostrado ser adecuados para la extraccion de
flavonoides, aunque el método empleado en este estudio permitié su posterior
analisis mediante HPLC, facilitando la identificacion individual de compuestos y

una caracterizacion mas detallada del perfil fitoquimico.
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De manera complementaria, se ha documentado que la eficacia en la extraccion
de polifenoles depende en gran medida de la polaridad de los disolventes
utilizados, dado que estos compuestos presentan una amplia diversidad
estructural. En general, disolventes polares como el metanol y el etanol han
mostrado alta eficiencia para la recuperacion de flavonoides, como lo evidencié
Burlec et al. (2021), quienes lograron identificar hasta 57 compuestos individuales
en extractos metanolicos de cempasuchil, mientras que el uso de mezclas etanol-
agua redujo el nimero de compuestos detectados. Asimismo, Salehi et al. (2018)
sefalaron que ciertos flavonoides, como la quercetina y el carotenoide luteolina,

suelen ser predominantes en pétalos de T. erecta.

Sin embargo, es importante considerar que la composicion de metabolitos
secundarios puede variar significativamente en funcion de factores como la parte
de la planta de donde se obtiene el extracto, la etapa de desarrollo, la época de
cosecha, el origen geografico de los materiales que se utilizan por las condiciones
edafloclimaticas. Aunque algunas especies como T. patula y T. minuta han sido
ampliamente estudiadas por sus actividades antioxidantes, citotoxicas y
antiinflamatorias, estas propiedades no han sido evaluadas en genotipos como
T. remotiflora y T. heterocarpha, lo que destaca la importancia de continuar
investigando sus perfiles fitoquimicos bajo metodologias de extraccidon

adecuadas y comparables.

3.5.3 Contenido total de flavonoides en unidades experimentales

Se realizo el analisis del perfil de flavonoides de 54 muestras de Tagetes,
considerando cada repeticion como una unidad experimental independiente con
el fin de evaluar su distribucion desde otra perspectiva. Mediante la matriz de
datos obtenidos a partir de los perfiles cromatograficos, se generd un
dendrograma (Figura 12) utilizando la distancia de Mahalanobis, lo que permitio
clasificar los materiales segun la similitud de sus perfiles. Posteriormente, se
realizd un analisis discriminante para validar los grupos obtenidos en el analisis

cluster, considerando como unidad experimental cada genotipo. Finalmente,
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estos grupos fueron utilizados como clases en el andlisis de discriminacion

canonica.

eHuo9
eHul2
eSPIOZA
eSPI01
eSPI08
hCAO01

hCA06

rSFS02 Grupo 1

rSFS01
eSPIO2

hKKO06
rSFS0608
hKK12

eXo01 Grupo 4

rSFS0604 :|
rSPI2
f

Grupo 2

rSPI1

rSFS0617

Grupo 3
176 I I I 620
Coefficient

Figura 12 Distancia de Mahalanobis de 18 genotipos de Tagetes analizados.

Se observo la formaciéon de cuatro grupos principales a una distancia de corte
aproximada de 161.0. El grupo uno incluyé todos los individuos de Tagetes erecta
(eHu; eSPI), con excepcién de eXo01, que se separd formando el Grupo 3,
posiblemente debido a su origen en Xochimilco, donde las condiciones
ecologicas —o bien, de procesos de seleccion ancestrales— pudieron favorecer
su diferenciacion. En este mismo grupo también se agruparon los materiales de
T. heterocarpha (hCA; hKK) y algunos de T. remotiflora (rSFS). EI grupo dos
consisitid anicamente por individuos de T. remotiflora (rSPI y rSFS) provenientes
del Estado de México y Oaxaca, lo que sugiere que, a pesar de la distancia
geografica, comparten similitudes genéticas. Finalmente, el grupo cuatro se
integré por un solo individuo de T. remotiflora, aunque se comporté como atipico,

porque mostré mayor cercania con los materiales del Grupo 2.
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Posteriormente, el proceso de analisis fue el mismo que el utilizado en el
promedio de las concentraciones. Se calcularon estadisticos descriptivos
utilizando los valores obtenidos en cada repeticion. Los tiempos de retencion
(min) registrados en el sistema cromatogréafico fueron los mismos: 9.13 para
miricetina; 17.61 para kaempferol; 18.33 para isorhamnetina; 17.37 para
apigenina; 6.09 para rutina; 11.28 para morina; 13.0 para quercetina; 2.56 para
catequina; 8.26 para hesperidina; 9.0 para floridzina; 15.61 para naringenina y
16.25 para florentina. Por su parte, el contenido total de flavonoides (Cuadro 7)
se determindé mediante la sumatoria de las concentraciones de cada uno de los
compuestos cuantificados por HPLC, expresando los resultados en mg-g-1 de
peso seco (PS), lo que permitid integrar la contribucion individual de cada

repeticion analizada.

Cuadro 7 Contenido total de flavonoides en las 54 muestras analizadas de
Tagetes (mg-gPS).

No Muestra mg-g* No. Muestra mg-g* No. Muestra mg-g?
1 rSFS06-171 0.296 19 eSPI-021 0.885 37 rSFS-021 0.231
2 rSFS06-172 0.302 20 eSPI-022 0.568 38 rSFS-022 0.079
3 rSFS06-173 0.277 21 eSPI-023 0.131 39 rSFS-023 0.101
4 rSFS06-041 2.224 22 hKK-061 0.247 40 eSPI-011 0.069
5 rSFS06-042 0.634 23 hKK-062 0.162 41 eSPI-012 0.064
6 rSFS06-043 1.143 24 hKK-063 0.126 42 eSPI-013 0.064
7 rSFS06-081 0.175 25 hKK-121 0.301 43  eSPI-021 0.027
8 rSFS06-082 0.156 26 hKK-122 0.100 44  eSPI-022 0.041
9 rSFS06-083 0.257 27 hKK-123 0.142 45  eSPI-023 0.032
10 rSPI-11 0.595 28 hCA-011 0.027 46 eHu-121 0.047
11 rSPI-12 0.757 29 hCA-012 0.019 47 eHu-122 0.037
12 rSPI-13 0.636 30 hCA-013 0.020 48 eHu-123 0.043
13 rSPI-21 0.775 31 hCA-061 0.046 49 eHu-091 0.074
14 rSPI-22 0.351 32 hCA-062 0.038 50 eHu-092 0.040
15 rSPI-23 0.691 33 hCA-063 0.044 51 eHu-093 0.065
16 eSPI-081 0.648 34 rSFS-011 0.036 52 exXo-011 0.253
17 eSPI-082 0.120 35 rSFS-012 1.245 53 exXo-012 0.284
18 eSPI-083 0.056 36 rSFS-013 0.087 54 eXo0-013 0.745
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Se generd una matriz de datos con las concentraciones de flavonoides de las 54
muestras de Tagetes. A partir de esta informacion, se realizé un analisis de
agrupamiento jerarquico, donde mediante el cambio en el valor del estadistico
pseudo-T2, se determind que el nUmero mas adecuado de grupos fue tres, en
contraste con el andlisis previo en el que se habian identificado cuatro grupos.
Con base en esta informacion, se evaluo la separacion de grupos mediante un
analisis multivariado con base en la distancia de Mahalanobis, para cuantificar el
grado de disimilitud y sustentar la interpretacion de la estructura de

agrupamiento.

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis de discriminacion canoénica (Cuadro
8), en el cual se obtuvieron tres componentes asociados a los grupos definidos.
Los eigenvalores y la proporcion de varianza explicada indican que el primer
componente explicé el 82.45 % de la variacion total, el segundo el 10.84 % vy el
tercero el 3.89 %, acumulando en conjunto el 97.18 % de la variacion. La
significancia de estos componentes fue evaluada mediante pruebas F (Pr > F),
mostrando diferencias altamente significativas entre los grupos (p < 0.0001), lo
gue confirm6 una clara diferenciacion multivariada entre ellos.

Cuadro 8 Analisis de discriminacion candnica de los tres grupos generados
por a través de la Distancia de Mahalanobis para 54 individuos de Tagetes.

Cluster Eigenvalor Proporcién  Acumulativo Pr>F
1 208.3764 0.8245 0.8245 <.0001
2 27.3946 0.1084 0.9329 <.0001
3 9.8421 0.0389 0.9718 <.0001

Nota. Las distancias se evaluaron mediante la prueba F; * indica que el Eigenvalor fue
significativamente diferente de O (p < 0.05).

Este analisis complementario, permitié validar la consistencia de los grupos
obtenidos y confirmar que los clusteres difieren en funcion de sus perfiles de
flavonoides. Una vez definido el nimero y la diferenciacion entre grupos, se llevo
a cabo un analisis de discriminacion canonica (ADC), con el objetivo de identificar

las variables que contribuyen en mayor medida a dicha separacion.
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A partir de este andlisis, se obtuvieron tres componentes canénicos (Canl, Can2
y Can3), que describen la estructura multivariada de los datos. Los coeficientes
canonicos (Cuadro 9) indicaron la contribucién de cada flavonoide en los ejes de
discriminacion. En este sentido, el primer componente candnico (Canl) estuvo
fuertemente asociado con morina, mostrando el coeficiente mas alto (0.98),
complementando el analisis anterior, los resultados sugieren que este compuesto
presenta una alta capacidad para discriminar entre grupos. El segundo
componente (Can2) estuvo principalmente determinado por quercetina (0.85),
mientras que el tercer componente (Can3) estuvo asociado, de manera
predominante con naringenina (-0.79). En conjunto, el andlisis confirmé que los
perfiles quimicos de los grupos estan bien definidos y que las diferencias

observadas presentaron un sustento multivariado solido.

Cuadro 9 Coeficientes de la estructura canodnica total del analisis de 12
especies flavonoides.

Variable Canl Can2 Can3
Miricetina 0.495872 0.014732 0.476544
Kaempferol -0.152858 0.054712 0.105036
Isorhamentina 0.062241 0.131719 -0.142567
Apigenina -0.023717 0,190239 0.081901
Rutina 0.479315 0.041619 0.535117
Morina 0.983861* 0.123648 0.048446
Quercetina -0.429349 0.850256* -0.124313
Catequina -0.121366 -0.033278 -0.034133
Hesperidina 0,197376 0.011812 0,225540
Floritzina -0.049679 0.158993 0.074496
Naringenina 0.48307 0.006176 -0,788947*
Floretina -0.313912 0.100029 0,001909

Nota. Los valores con asterisco (*) indican los coeficientes candnicos de mayor magnitud
en cada componente (Canl, Can2 y Can3), correspondientes a las variables con mayor
contribucion a la discriminacion entre grupos.

Aunque el andlisis inicial se realizé considerando 54 muestras como unidades
experimentales, para el analisis de discriminacion canodnica y la comparacion
multiple de medias se utilizaron los valores promedio por genotipo. Este enfoque
permitio reducir la variabilidad y enfatizar las diferencias entre genotipos,
facilitando la interpretacion de los patrones multivariados asociados con los

perfiles de flavonoides. Asi mismo, se realizO una prueba de comparacion
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multiple de Tukey (a = 0.05) (Cuadro 10), sobre los valores de los componentes
canonicos, con el fin de identificar diferencias significativas entre los genotipos,

los resultados mostraron una clara diferenciacién entre materiales.

En el primer componente (Canl), se observo una separacion marcada, donde
genotipos como rSFS06-17 y rSPI-01 presentaron los valores mas altos,
difiriendo significativamente de materiales como eXo0-01, que mostraron el valor
mas bajo. En el segundo componente (Can2), los individuos del Genotipo eXo-
01 destacaron significativamente del resto al presentar el valor mas alto,
indicando una fuerte diferenciacion en este eje. Por su parte, en el tercer
componente (Can3), se observaron diferencias adicionales entre genotipos,
destacando rSFS06-04 y rSPI-01 con valores superiores.

Cuadro 10 Comparacién de medias de los valores canonicos (Canl, Can2 y
Can3) entre genotipos de Tagetes mediante la prueba de Tukey (a = 0.05).

Muestra Canl Can2 Can3 Muestra Canl Can2 Can3
rSFS06-17 26.68 a -0.57 ef -8.36 e hCA-01 -425 cd -4.44 g -1.3 d
rSFS06-04 169 b 0.36 de 401 a hCA-06 -3.78 ¢ -3.62 fg 0.93 bcd
C
d
rSFS06-08 -6.65 e 59 b 0.42 cd rSFS-01 -4.68 cde -4.82 g -0.35 cd
rSPI-01 2555 a 153 cde 382 ab rSFS-02 -3.95 cd -2.94 fg 0.5 cd
rSPI-02 16.87 b 2.34 cde 2.34 abc eSPI-01 -6.66 cde -3.1 fg 0.21 cd
C
d eSPI-
eSPI-08 -526 e -438 g 1.47 abcd 02A -591 cde -2.79 fg -0.03 cd
eSPI-02 -7.57 ef 0.66 de 0.9 bcd eHu-12 -6.06 cde -2.77 fg -1.21 d
d
hKK-06 -6.96 e 373 bc -0.78 d eHu-09 -6.9 de -0.69 ef -13 d
hKK-12 -7.31 ef 3.3 bcd 0.21 cd eXo-01 10.06 f 1229 a -148 d

Nota. Medias con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05).

La clasificacion del analisis discriminante muestra que, de un total de 54
observaciones, varias fueron clasificadas correctamente en su grupo original,
como eHu09, eSPI01, eXo01 y rSFS02, con un 100% de acierto. No obstante,
algunos grupos como eSPI02, eSPIO8 o rSFSO01 presentaron variaciones de
clasificacion, con observaciones clasificadas en otros bloques. Esto sugiere que,

aunque el modelo tiene buen poder discriminante en general, hay cierta
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superposicion entre algunos grupos. El analisis se realizd bajo probabilidades a

priori iguales para todos los grupos (0.05556).

La proyeccién tridimensional de los tres componentes canonicos (Figura 13)
permiti6 visualizar de manera mas clara la agrupacion de las muestras,
distinguiéndose cuatro grupos principales. El Grupo 1 concentrd la mayoria de
los materiales con valores cercanos en los tres ejes candnicos, mientras que los
Grupos 2 y 3 (constituidos por materiales de Tagetes remotiflora) presentaron
una separaciéon mas marcada, principalmente influenciada por los componentes
Canly Can3. Asimismo, el Grupo 4 (constituido por Tagetes erecta provenientes
del area de Xochimilco) agrup6 un conjunto reducido de muestras con
comportamiento diferenciado, particularmente en Can2. Esta distribucion
confirmd la existencia de similitudes y diferencias en los perfiles de flavonoides,

lo cual sustenta la clasificacion observada en la proyeccion candnica.
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Figura 13 Proyeccion tridimensional de la estructura canodnica de los cuatro
grupos generados.
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El Grupo 1 concentré la mayor cantidad de muestras, en su mayoria de T. erecta;
todas las muestras analizadas de T. heterocarpha y algunas de T. remotiflora, en
una region cercana al origen, con valores relativamente bajos y similares en los
tres componentes, lo que indic6 poca diferenciacion interna en sus
concentraciones de flavonoides. En contraste, el Grupo 2 se separa
marcadamente hacia valores positivos de Can3 y parcialmente de Canl,
evidenciando que la quercetina fue el componente principal responsable de su
diferenciacion, esta situacion se repitié en el Grupo 4, donde los valores de
morina y floritzina se mantuvieron poco variables. EI Grupo 3 presenté una
separacion intermedia, desplazandose principalmente a lo largo de Canl en
valores positivos, con menor influencia de Can2 y Can3, lo que indicé que la
morina fue el factor dominante en su agrupacién. En conjunto, la distribucién de
los grupos reflej6 que cada componente candnico contribuyé de manera
diferencial a la estructuracion de las muestras, permitiendo una clara

discriminacion entre los conjuntos formados.

@ Tagetes erecta L.
N/ Tagetes heterocarpha Rydb
B Tagetes remotifiora Kunze

Can3

Figura 14 Proyeccion tridimensional de la estructura canodnica de los cuatro
grupos generados, indicados por genotipo.
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Asi mismo, se generé la misma proyeccion, indicando Uunicamente el genotipo
(Figura 14) para visualizar de mejor manera aquellas muestras que se agruparon
entre genotipos y las que formaron grupos con genotipos diferentes. La
proyeccién por genotipo de Tagetes muestré un patron de separacion consistente
con la agrupacion previamente observada en la proyeccion tridimensional
general. En este caso, el analisis de flavonoides permitié visualizar de mejor
manera a las muestras de T. remotiflora, las cuales se agrupan de forma mas
definida y se separan claramente del resto, principalmente a lo largo de Canly
Can3, indicando que estos componentes son los que mayor peso tienen en su
diferenciacion. En contraste, las muestras de T. erecta y T. heterocarpha
presentan una mayor superposicion entre si, concentrandose en una regién mas
compacta del espacio candnico, lo que refleja perfiles de flavonoides mas
similares, esta similitud podria deberse probablemente a que existe una mayor

cercania genética entre estos materiales.

No obstante, aunque existe una tendencia de agrupacién por genotipo, no todas
las muestras se integran completamente dentro de su grupo correspondiente,
observandose cierta dispersion interna que sugiere variabilidad intraespecifica en
la composicién de flavonoides. En conjunto, estos resultados confirman que, si
bien la separacién es evidente —particularmente para T. remotiflora—, la
diferenciacion entre genotipos no es absoluta. Esta variacion en los patrones de
agrupacion podria explicarse, en parte, por procesos evolutivos como la deriva
génica, la cual provoca cambios aleatorios en la frecuencia de alelos dentro de
las poblaciones, especialmente en aquellas de tamafio reducido o con cierto
grado de aislamiento (Wright, 1931, citado por: Cicevan et al., 2022). En este
sentido, la separacion observada en T. remotiflora podria estar asociada con
diferencias en su estructura genética, derivadas de procesos historicos de
aislamiento o reduccion poblacional, lo que se traduce en variaciones de la

biosintesis de flavonoides.

Por tanto, las diferencias en los perfiles quimicos no solo reflejan condiciones

ambientales o metodologicas, sino que pueden estar determinadas
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principalmente por el estado genético de las plantas, lo que refuerza la
importancia de considerar la variabilidad genética intrapoblacional como un factor
clave en la interpretacion de los resultados fitoquimicos obtenidos en el presente
estudio. En este sentido, la variacion en los caracteres fitoquimicos adquiere
relevancia no solo desde una perspectiva funcional, sino también taxondmica, ya
gue estos compuestos pueden ser Utiles en el estudio de la clasificacion de las
especies y contribuir a la delimitacion e identificacién de taxones poco estudiados
dentro del género, incluso en estado vegetativo (Anaya-Gutiérrez et al., 2022).

3.6. Conclusiones

Doce flavonoides con tres gradientes de expresion se encontraron en los
genotipos silvestres y domesticados. Los analisis multivariados indicaron que un
grupo de genotipos tipo silvestre T. remotiflora fue diferente de los grupos
domesticado T. erecta y silvestre T. heterocarpha, que resultaron mas parecidos,
destacando cuatro flavonoides de valor quimiotaxonémico. En este sentido, las
diferencias observadas en los perfiles de acumulacion de flavonoides sugieren
una posible relacion entre la variabilidad genética y la expresion diferencial de

metabolitos secundarios entre especies del género Tagetes.

A diferencia de muchos estudios fitoquimicos previos, donde generalmente se
emplean variedades comerciales con cierto grado de homogeneidad genética, el
uso de multiples genotipos silvestres y cultivados permitié evidenciar una mayor
variabilidad metabdlica entre los materiales evaluados. Asimismo, la integracion
de analisis fitoquimicos y moleculares aporté evidencia que respalda el posible
valor de compuestos como quercetina, kaempferol, morina e isorhamnetina como
marcadores quimicos Uutiles en estudios de diferenciacién intraespecifica e

interespecifica dentro del género.
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4. RELACIONES GENETICAS ENTRE GENOTIPOS SILVESTRES Y
CULTIVADOS DE Tagetes erecta L. MEDIANTE MARCADORES ISSR

4.1. RESUMEN GENERAL

Se caracterizaron genotipos de Tagetes erecta, (DOMESTICADO), T. remotiflora
y T. heterocarpha (SILVESTRES) mediante marcadores ISSR. A partir de la
amplificacion de seis iniciadores ISSR, se generaron 82 loci polimoérficos,
evidenciando un 100 % de polimorfismo, lo que indica una alta diversidad
genética entre los genotipos evaluados. El analisis de agrupamiento mediante el
coeficiente de Dice y el método UPGMA permitié identificar cinco grupos
principales, mostrando una tendencia de asociacion entre T. erecta y T.
heterocarpha, mientras que T. remotiflora presenté una diferenciacion genética
mas marcada. Asi mismo, T. erecta presentd una mayor dispersion en distintos
agrupamientos e individuos aislados, lo que sugiere una elevada variabilidad
intraespecifica. Este comportamiento fue consistente con el alto nivel de
polimorfismo detectado, donde se obtuvieron 82 fragmentos polimérficos y un
porcentaje de polimorfismo del 100 %, ademas de valores promedio de PIC y
poder de discriminacion de 0.31y 3.73, respectivamente. Los resultados también
fueron consistentes con el analisis de componentes principales, donde T. erecta
mostro una distribucion mas amplia dentro del espacio multivariado. En contraste,
distintos genotipos de T. remotiflora se concentraron en agrupamientos mas
compactos y exclusivos, lo que sugiere un menor grado de variacion genética
intraespecifica en comparacion con T. erecta, lo que podria estar relacionado con
una menor influencia de procesos de flujo génico o introgresion entre

poblaciones.

Palabras clave: ISSR, diversidad genética, polimorfismo, analisis multivariado,

marcadores moleculares, recursos fitogenéticos
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GENETIC RELATIONSHIP ANALYSIS BETWEEN CULTIVATED
AND WILD CULTIVARS OF Tagetes erecta L. Using ISSR
MARKERS

4.2. ABSTRACT

Genotypes of Tagetes erecta (domesticated), T. remotiflora, and T. heterocarpha
(wild) were characterized using ISSR markers. From the amplification of six ISSR
primers, 82 polymorphic loci were generated, revealing 100 % polymorphism,
which indicates high genetic diversity among the evaluated genotypes. Cluster
analysis based on the Dice coefficient and the UPGMA method identified five main
groups, showing a tendency of association between T. erecta and T.
heterocarpha, whereas T. remotiflora exhibited more marked genetic
differentiation. Likewise, T. erecta showed greater dispersion across different
clusters and isolated individuals, suggesting high intraspecific variability. This
behavior was consistent with the high level of polymorphism detected, where 82
polymorphic fragments and a polymorphism percentage of 100 % were obtained,
in addition to average PIC and discriminatory power values of 0.31 and 3.73,
respectively. The results were also consistent with the principal component
analysis, in which T. erecta displayed a broader distribution within the multivariate
space. In contrast, different genotypes of T. remotiflora were concentrated in more
compact and exclusive clusters, suggesting a lower degree of intraspecific genetic
variation compared to T. erecta, which could be related to a lower influence of

gene flow or introgression processes among populations.

Index words: genetic diversity, polimorfism, multivariate analysis, molecular

markers, plant genetic resourses
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4.3. Introduccion

4.3.1 Diversidad genéticay recursos fitogenéticos
La flora de México ofrece una amplia diversidad de especies debido a la extensa
gama de ambientes que caracterizan al pais; las diferentes condiciones
climatologicas ubican a México como un importante centro de evolucion de linajes
vegetales (Rzedowski, 2006). El conocimiento de la biodiversidad vegetal es
esencial para el desarrollo sostenible de diversas actividades humanas; de este
modo, los recursos fitogenéticos se encuentran entre los esenciales del mundo.
En los dltimos afios se han desarrollado métodos que permiten la conservacion
y caracterizacion de estos recursos a nivel in situ (Rao & Hodgkin, 2002). En este
contexto, la notable diversidad de formas de crecimiento, la variabilidad
morfolégica, la amplia distribucion geogréfica y, sobre todo, la diversidad
taxonodmica, han dificultado la identificacion precisa de especies, incluso para

especialistas (Villasefior, 2018).

4.3.2 Bases de la diversidad genéticay su importancia

En el pasado, la identificacién y caracterizacion en plantas estuvo basada en la
evaluacion fenotipica de caracteres morfolégicos, resultando ser demasiado
limitada para permitir una discriminacion genotipica precisa; en este sentido, se
han propuesto otros procedimientos ademas del enfoque morfolégico (Mor et al.,
2008). Actualmente, el uso de marcadores moleculares supone un método de
identificacion rapido y confiable para el analisis de diversidad en diferentes
poblaciones y su conservacion (Kumar et al., 2009). Con base en lo anterior, se
reconoce que los cultivos actuales derivan de parientes silvestres que
desarrollaron mecanismos de defensa, tolerancia y resistencia para sobrevivir en
ambientes variables; por ello, las poblaciones nativas constituyen una fuente
valiosa de germoplasma para el mejoramiento genético de especies cultivadas
(Hoyt, 1992).

En contraste con la variabilidad presente en las poblaciones silvestres, los
sistemas agricolas modernos han favorecido la uniformidad genética en los

cultivares, los cuales suelen derivar de un numero limitado de lineas élite

72



empleadas en la generacion de multiples variedades. Esta situacion ha
conducido a una reduccién progresiva de la base genética de los cultivos —junto
con su cultivo extensivo—, ha incrementado la vulnerabilidad genética de
numerosas especies agricolas, en algunos casos con consecuencias
significativas (Rao & Hodgkin, 2002). De manera paralela, la tendencia en las
Ultimas décadas ha estado orientada hacia la liberacién y el uso generalizado de

cultivares mejorados, tanto en cultivos principales como secundarios.

Como alternativa en el estudio integral de las plantas y sus recursos, los
marcadores moleculares poseen caracteristicas ideales para evaluar la
diversidad genética a nivel de ADN, no afectada por las variaciones ambientales,
que permiten analizar relaciones entre accesiones basandose en la estimacion
de la similitud genética (Mor et al., 2008). La diversidad genética resulta de las
diferencias heredables entre individuos y puede manifestarse en variaciones en
la secuencia de ADN, en caracteristicas bioquimicas, en propiedades fisioldgicas
0 en caracteres morfoldgicos. Esta diversidad esta determinada por el nUmero de
alelos presentes en las poblaciones, su distribucion y el efecto que tienen sobre

el desempefio de los organismos.

La variacion que sustenta la diversidad genética se origina a partir de procesos
como la mutaciéon y la recombinacion, mientras que la seleccion, la deriva
genética y el flujo génico actian sobre los alelos para modificar su frecuencia en
las poblaciones (Rao & Hodgkin, 2002). En flores, en particular las deTagetes, se
ha investigado muy poco la diversidad genética presente en poblaciones nativas
y el enfoque de estos andlisis ha sido reservado para estudiar cultivares utilizados
como lineas élite (Mor et al., 2008). Debido a esto, resulta conveniente el estudio
y la gestion de los recursos fitogenéticos de Tagetes que se encuentran

disponibles en el pais.

4.3.3 Marcadores moleculares en el analisis de la diversidad
genética
El uso de marcadores moleculares ha representado una herramienta

fundamental para el andlisis de la diversidad genética, la identificacion de
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genotipos y la determinacion de relaciones filogenéticas en plantas (Namita et al.,
2013). En el género Tagetes, la aplicacion de diferentes tipos de marcadores
moleculares ha permitido caracterizar la variabilidad genética a distintos niveles
(Loockerman et al., 2003; Cicevan et al., 2022), contribuyendo al entendimiento
de su estructura genética y evolucion. Estos estudios han sido complementados
con la informacion morfologica disponible y han permitido recrear la historia
evolutiva del género (Namita et al., 2013; Singh & Vishwakarma, 2020). Para el
caso de Tagetes erecta, el uso de marcadores moleculares para estimar el nivel
de cercania genética entre las variedades cultivadas y sus homologos silvestres
supone el primer paso para establecer programas de conservacion y

mejoramiento mas eficaces.

4.3.4 Tipos de marcadores moleculares y su aplicacion en Tagetes
Los marcadores moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) han sido ampliamente utilizados en estudios de diversidad genética en
Tagetes. Entre ellos, los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) han permitido detectar altos niveles de polimorfismo en diferentes
genotipos y especies, evidenciando una considerable variabilidad genética dentro
del género (Shahzadi et al., 2016). La mayoria de los estudios para evaluar la
fiabilidad de los marcadores RAPD en la estimacion de la relacion intervarietal y
especifica han mostrado resultados comparables a los obtenidos mediante
marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Srivastava et
al., 2007). Sin embargo, este tipo de marcadores (RAPD y RFLP), presentan
limitaciones relacionadas con su reproducibilidad y la dependencia de
condiciones experimentales especificas, asi como la necesidad de grandes
cantidades de ADN de alta calidad y procedimientos relativamente laboriosos y

costosos (Thormann et al., 1994).

En este contexto, los marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) han
surgido como una alternativa eficiente para el andlisis de diversidad genética.
Estos marcadores se basan en la amplificacion de regiones del ADN localizadas

entre secuencias repetitivas simples (microsatélites), o que permite detectar
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variaciones en diferentes regiones del genoma sin necesidad de informacién
previa de la secuencia (Zietkiewicz et al., 1994). Una de las principales ventajas
de los ISSR es su alta reproducibilidad, atribuida al uso de primers mas largos y
a condiciones de amplificacion mas estrictas en comparacion con los marcadores
RAPD (Panwar et al., 2018).

Por otra parte, los marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), también
conocidos como microsatélites, han sido utilizados para el analisis de diversidad
genética en Tagetes, mostrando una alta capacidad de discriminacion entre
variedades comerciales y poblaciones locales, asi como una adecuada
resolucion en la identificacion de estructuras genéticas (Sukhuman et al., 2014).
Sin embargo, su aplicacion requiere informacion previa del genoma para el
disefio de primers especificos, o que limita su uso en especies con menor

informacion genética disponible.

Adicionalmente, el uso de marcadores especificos de secuencia (STS) ha
permitido evaluar la variabilidad genética asociada con genes de interés, como
aguellos involucrados en la biosintesis de compuestos secundarios. En Tagetes,
se han utilizado marcadores STS relacionados con genes como el de la sintesis
de limoneno, mostrando altos niveles de polimorfismo y proporcionando
informacion relevante sobre la variabilidad genética funcional (Shahzadi et al.,
2016). El uso combinado de diferentes sistemas de marcadores moleculares,
como RAPD, ISSR y SSR, ha demostrado mejorar la resolucion en los analisis
de diversidad genética, permitiendo una caracterizacion mas completa de las
relaciones entre genotipos (Namita et al., 2013). Sin embargo, la eleccion del tipo
de marcador depende de los objetivos del estudio, asi como de la disponibilidad

de informacidn genética y recursos téecnicos.

Los marcadores ISSR representan una herramienta adecuada para el analisis de
relaciones genéticas entre especies del género Tagetes, debido a su capacidad
para detectar polimorfismos a nivel del genoma completo, su alta reproducibilidad
y su eficiencia en la discriminacion de genotipos (Namita et al., 2013). Su

aplicacion permite evaluar la variabilidad genética entre materiales cultivados y
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genotipos silvestres, facilitando la identificacion de patrones de agrupamiento y
sus relaciones genéticas. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo
analizar los perfiles polimorficos generados mediante marcadores ISSR en
genotipos cultivados de Tagetes erecta y materiales silvestres de T. remotiflora 'y
T. heterocarpha, para comparar su variabilidad genética y evaluar las relaciones
existentes entre ellos. A partir de estos analisis, se busco identificar patrones de
diversidad que permitieran inferir sobre estructura genética y la cercania entre los

genotipos estudiados.

4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal
La presente investigacion se realizé con nueve genotipos de tres poblaciones de
Tagetes; cuatro genotipos de Tagetes erecta L.; tres de Tagetes remotiflora K. y
dos de Tagetes heterocarpha R.; se usaron aquenios de capitulos recolectados
de distintas localidades (Cuadro 11) en etapa fenolégica de floracién terminal. El
proceso de cultivo del material vegetal se realizé en el mes de junio del 2024 en
el laboratorio de semillas y los invernaderos de la Universidad Auténoma

Chapingo.

Un promedio de 50 aquenios se sembrd en cajas petri con agua destilada,
adicionando 2 mL de &cido giberélico (0.1 % p/v), debido a que las semillas
presentaron problemas de latencia; el proceso se realizé en condiciones de
oscuridad para promover la germinacion. Los aguenios que germinaron fueron
transplantados a macetas de siete pulgadas con peatmoss, se mantuvieron con
riego constante y en condiciones de invernadero hasta alcanzar su desarrollo.
Cortes de 2-3 hojas por planta se realizaron y se depositaron en costales de tela,
debidamente etiquetados. Las muestras se mantuvieron en ultracongelacion (-20

°C) para su procesamiento.
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Cuadro 11 Genotipos Silvestres y Cultivados de Tagetes.

Nombre Cddigo Genotipo Colecta (Lugar, Fecha) Latitud Longitud
1 esPI1 erecta San Pablo xayoc, 10.472856 -98.793309
Texcoco. Edo de Mex.
San Pablo Ixayoc,
Texcoco. Edo de Mex. 19.472856 -98.793309
Xochimilco exo erecta Tlahuac, Edo de Mex 19.239363 -99.001538
Huajuapan de leon, 17.796239 -97.808244
Oaxaca
San Pablo Ixayoc,
Texcoco. Edo de Mex.
San Francisco Sola,
Oaxaca
San Francisco Sola,
Oaxaca
Cacahuamilpa hKK heterocarpha Cacahuamilpa, Gerrero 18.68257 -99.507098

Ajuchitlan del Progreso,
Guerrero 18.2189 -100.42564

Nota. Los genotipos identificados como Tagetes erecta constituten a los materiales cultivados y
los genotipos identificados como Tagetes remotiflora y Tagetes heterocarpha constituyen a los
materiales silvestres. Las coordenadas geogréaficas se expresan en grados decimales (°) bajo el
sistema de referencia WGS84.

4 eSPI2 erecta

6 eHu erecta
5 rSPI remotiflora 19.472856 -98.793309
06 Oaxaca rSFS06 remotiflora 16.504297 -96.951959

Rem Papel rSFS remotiflora 16.504297 -96.951959

C.delAguila  hCA  heterocarpha

4.4.2 Extraccion de ADN
El proceso de extraccion del material genético se realiz6é en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Autbnoma Chapingo. El tejido vegetal
utilizado para la extraccion de ADN consistié en hojas jovenes, conservadas bajo

condiciones para permitir preservar la integridad del material genético.

El ADN se extrajo a partir de 3-5 plantas de Tagetes por recolecta, utilizando el
método CTAB propuesto por Doyle-Doyle (1990), con algunas modificaciones.
Las hojas recolectadas se lavaron con alcohol a 70 % y se dejaron escurrir en
papel secante. Se pesaron 0.2 g de cada muestra y se maceraron con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente, se adicioné 1 mL de
amortiguador de extraccion (2 % CTAB, 100 mM de Tris pH 8, 1.4 M de cloruro
de sodio, 20 mM de EDTA pH 8 y 0.1 % de B-mercapto etanol). Cada muestra se
colocdé en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se agitd por inversion hasta
homogeneizar. La suspension se incubo a 65 °C durante 30 min, posteriormente
se adicionaron 10 puL de ARNasa y se incub6 a 36 °C por 30 min. Cada tubo se

centrifug6 a 15,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se extrajo, se colocé en un
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tubo nuevo y se agrego un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 viv),
mezclando por inversion durante 2 min, enseguida la muestra se centrifugd a
15,000 rpm por 10 min.

Posteriormente, se recolectdé nuevamente la fase acuosa, se transfirio a un tubo
nuevo y se adicionaron 600 L de isopropanol frio agitando por inversion durante
2 min, cada muestra se coloco en refrigeracion durante 10 min y posteriormente
se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se descarto, se
recupero la pastilla formada al fondo del tubo y se resuspendié en 500 pL de agua
destilada estéril, enseguida se le adicionaron 800 puL de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1), la mezcla se agit6 y centrifugd a 12,000 rpm por 10 min. La
fase acuosa se coloco en un tubo nuevo, se adicionaron 25 pL de acetato de
sodio 3 M, pH 5.2 y 800 uL de etanol absoluto. La mezcla se llevé a refrigeracion
por 10 min y después se centrifugd a 12,000 por 10 min. Finalmente, el ADN se
resuspendio en el buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0).

4.4.3 Cuantificacion de ADN
Las muestras se cuantificaron mediante un espectrofotbmetro Thermo
Scientific™ NanoDrop Lite para determinar su absorbancia, concentracion y
calidad en el intervalo de 260-280 nm. El promedio de pureza de las muestras,
evaluado mediante la relacion 260/280, oscilé entre 1.8 y 2.0, lo que indicd una
calidad adecuada del ADN para los analisis posteriores. La concentracion inicial
del ADN vari6 entre 560 y 1300 ng pL*. Con base en estos valores, las muestras
se diluyeron con buffer TE hasta un volumen final de 500 pL y una concentracion
estandarizada de 50 ng pL*. Para verificar los célculos de concentraciéon se

empled la relacidn propuesta por Sambrook et al. (1989):
(Abs260)(50 nguL~1)(Factor de dilucién) = Conc. ADN (ng pL™1)

donde: 50 ng pL* corresponde al factor de conversién para ADN genémico y el
factor de dilucion se calcul6 a partir del volumen de ADN vy buffer TE utilizados

en la estandarizacion de las muestras.
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4.4.4 Validacion del ADN mediante iniciador 16S
El iniciador 16S esta dirigido a un gen de la subunidad ribosomal presente de
manera universal en bacterias, fue utilizado como control para evaluar la
integridad y amplificabilidad del ADN extraido. Se prepar6 una mezcla de
reaccion de PCR con un volumen final de 25 pL (2.5 pL de ADN, 6.2 puL de H,0O,
2.5 pL de buffer, 10 uL de dNTP’s, 1 yL de iniciador 16S1, 1 pL de iniciador 16S2,
1.5 pL de MgCl, y 0.3 pL de Taq polimerasa).

La amplificacion del gen 16S se llevé a cabo bajo el siguiente perfil térmico:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min, para la separacion de las cadenas
de ADN; seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s,
alineamiento a 55 °C por 30 s, para la hibridacién de los iniciadores, y extensiéon
a 72 °C durante 1 min, para la sintesis de nuevas cadenas de ADN. Finalmente,
se realizd una extension final a 72 °C por 5 min, con el fin de completar la

elongacién de los fragmentos amplificados.

Los resultados obtenidos con el iniciador 16S fueron satisfactorios, confirmando
que el ADN era apto para los analisis posteriores.

4.4.5 Amplificacion de marcadores ISSR
Materiales de los tres genotipos de Tagetes se caracterizaron, utilizando distintos
marcadores ISSR. Los iniciadores utilizados se sintetizaron por Invitrogen ® y se
disolvieron en agua grado biologia molecular (UltraPure™ DNase/RNase-Free
Distilled Water 10 x 500 mL) a una concentracion de 10 nguL™?. Distintos
iniciadores ISSR se usaron, pero solo seis (Cuadro 12) produjeron amplificacion

de bandas en la mayoria de las muestras.
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Cuadro 12 Iniciadores ISSR seleccionados.

Iniciador Secuencia (5' - 3) Ta°C Referencia
ISSR 4 (AG)sCTC 57 Bojinov y Danailov, 2009
ISSR 5 (AC)sCTA 57 Bojinov y Danailov, 2009
ISSR 32 (TG)G 57 Bojinov y Danailov, 2009
LOL 08 (GT)sCC 57 Bojinov y Danailov, 2009
LOL 12 (GTG)sGC 57 Bojinov y Danailov, 2009
PI03 AGCT(GACA)3 57 Vargas et al., 2011
Nota. Ta representa la temperatura de alineamiento a la que se establecié cada
iniciador.

Se prepar6 una mezcla de reacciéon de PCR con un volumen final de 50 pL (5 pL
de ADN genomico, 13.7 uL de H,0, 5 pL de buffer, 20 yL de dNTP’s, 3 pL de
iniciador ISSR, 3 pL de MgCl, y 0.3 pL de Taq polimerasa). La amplificacion se
llevd a cabo en un termociclador (Thermo Scientific™ Applied Biosystems™
modelo Veriti™ HID), iniciando con un ciclo de pre-desnaturalizacién a 93 °C por
un min, seguido de 40 ciclos con los siguientes segmentos: 20 seg a 93 °C, 1 min
a 57 °C,y 20 seg a 72 °C; el ultimo ciclo (extension final) ocurrié a 72 °C durante
6 min. Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa ultrapura (Invitrogen No. 16500-500) al 2 % en TAE 1X. La separacion
se realiz6 a 100 voltios por 1 h. La tincion de los geles se realizé utilizando
bromuro de etidio (0.5 pg mL™1) por 15 min, se observaron y documentaron en un

fotodocumentador de la marca: DigiDoc-it Imaging system (UVP).

4.4.6 Analisis ISSR
Las imagenes obtenidas a partir de los geles de electroforesis se analizaron
mediante un conteo de bandas visibles y reproducibles generadas por cada
iniciador ISSR en los genotipos evaluados. Con la informacion obtenida se
construy0 una matriz binaria de ausencia/presencia, asignando el valor de “1” a
la presencia de una banda y “0” a su ausencia. A partir de esta matriz se
estimaron distintos parametros de diversidad genética, incluyendo el nimero total
de bandas amplificadas (TB), numero de bandas polimérficas (BP), bandas
Gnicas (BU), bandas monomorficas (BM), porcentaje de polimorfismo [P(%)],
indice de contenido polimorfico (PIC) y poder de discriminacién del iniciador
(PBM). Estos parametros permitieron evaluar la capacidad de amplificacion y
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discriminacion de cada iniciador ISSR, asi como el nivel de variabilidad genética

presente entre los genotipos de Tagetes analizados.

Posteriormente, la matriz binaria conformada por 82 fragmentos polimorficos se
analizé mediante el programa Sistema de Analisis Multivariado y Taxonomico
Numeérico (NTSYSpc v.2.20f), utilizando el coeficiente de similitud de Dice y el
método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). Con los valores de similitud obtenidos se generd un
dendrograma para evaluar las relaciones genéticas entre los genotipos. La
estabilidad de los agrupamientos obtenidos se evalué mediante el método

Jackknife, utilizando el programa FreeTree version 0.9.1.50.

De manera complementaria, la matriz binaria de ausencia/presencia se utilizd
para realizar un analisis de componentes principales (ACP) mediante el programa
NTSYSpc v.2.20f. Para ello, se calcul6 una matriz de similitud utilizando el
coeficiente Phi, el cual permitié estimar la asociacion entre los genotipos a partir
de los fragmentos ISSR obtenidos. Posteriormente, los valores derivados de esta
matriz se emplearon para generar una proyecciéon multivariada de los genotipos
en componentes principales, con el proposito de visualizar la distribucion de la
variabilidad genética y las relaciones existentes entre los materiales evaluados.

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Amplificacion de marcadores ISSR
A partir de los perfiles de amplificacion generados con los iniciadores ISSR, se
construyé una matriz binaria de presencia y ausencia de fragmentos, la cual
estuvo conformada por 82 loci polimérficos presentes en los tres genotipos de
Tagetes. El analisis de la matriz permitio identificar una amplia variacion en los
patrones de bandas entre los genotipos, evidenciando diferencias en la
composicién de las secuencias de los materiales estudiados. Con el fin de evaluar
la eficiencia de los iniciadores ISSR utilizados, se calcularon distintos parametros

de diversidad genética, resultados se presentan en el Cuadro 13.
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Cuadro 13 Parametros de diversidad genética obtenidos mediante
marcadores ISSR en genotipos de Tagetes.

INICIADOR Sec (5-3)) TB BP BU BM P(%) PIC! PBM

ISSR4 (AG)sCTC 8 8 1 0 100 0.29 3.13
ISSR5 (AC)sCTA 17 17 2 0 100 0.34 5.25
LOL-08 (GT)sCC 15 15 2 0 100 0.31 4.27
LOL-12 (GTG)sGC 18 18 5 0 100 0.23 3.46
PI-03 AGCT(GACA)s 13 13 1 0 100 0.3 3.08
MESL-03 (TG)G 11 11 0 0 100 0.36 3.17
MEDIA 1367 1367 183 0 100 0.31 3.73

Nota. TB = nimero total de bandas amplificadas; BP = nimero de bandas polimoérficas;
BU = namero de bandas Unicas por iniciador; BM = numero de bandas monomérficas;
P(%) = porcentaje de polimorfismo; PIC = indice de contenido polimorfico; PBM = poder
de discriminacién del iniciador. La fila “Media” representa el valor promedio de cada
parametro.

Se observo que la mayoria de los loci presentaron variacion entre los genotipos,
lo que confirmé un alto nivel de polimorfismo en el conjunto de datos. Asimismo,
la distribucién heterogénea de los fragmentos, asi como la presencia de
combinaciones Unicas de bandas en diferentes genotipos, reflejaron un elevado
grado de diversidad genética. Algunos loci mostraron patrones compartidos entre
grupos de genotipos, mientras que otros se presentaron de manera mas
restringida, lo que contribuye a la diferenciacion entre materiales. La informacién
contenida en la matriz binaria constituye la base para el calculo de similitud
genética que permitié el posterior andlisis de agrupamiento, para establecer las

relaciones genéticas entre los genotipos evaluados.

4.5.2 Analisis de relaciones polimoérficas
Treinta muestras agrupadas en nueve genotipos provenientes de tres
poblaciones de Tagetes se evaluaron: cuatro genotipos de Tagetes erecta (15
muestras), tres de Tagetes remotiflora (6 muestras) y dos de Tagetes
heterocarpha (9 muestras). A partir de los resultados obtenidos del analisis de
diversidad genética, se gener0 un dendrograma mediante el método de
agrupamiento UPGMA, basado en el coeficiente de similitud de Dice (Figura 15),
gue permitio visualizar las relaciones entre los genotipos de Tagetes analizados.

La delimitacion de los grupos se establecio a un coeficiente de similitud de 0.52,
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se identificaron cinco grupos principales, que reflejaron distintos niveles de

similitud en los patrones polimérficos entre los materiales evaluados.

La estabilidad de los agrupamientos obtenidos en el dendrograma fue evaluada
mediante el método Jackknife, el cual permite estimar la consistencia de los
clusteres generados a partir de la matriz de similitud. Los valores obtenidos
reflejaron un nivel adecuado de soporte para los grupos identificados, lo que
respalda la confiabilidad de las relaciones genéticas observadas entre los

genotipos.

El primer grupo incluyé a los genotipos eHu-1, eHu-3, eHu-4, eHu-5, eHu-8, hKK-
3, hKK-4, eHu-7, eSPI-1, eSPI-2, eSPI-3 y eSPI-4, conformando el clister mas
amplio, lo que sugiere una alta afinidad genética entre estos individuos. En este
grupo predominaron genotipos correspondientes a T. erecta, aunque también se
incorporaron algunos genotipos de T. heterocarpha, lo que indico la existencia de
similitud genética entre materiales cultivados y algunos genotipos silvestres. El
segundo grupo estuvo integrado por los genotipos rSFS-4, rSFS-5, rSFS-6 y
rSFS-7, corresponden exclusivamente a T. remotiflora, evidenciando una
agrupacion bien definida y una alta homogeneidad genética dentro de esta
especie.
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Figura 15 Similitud entre 30 muestras agrupadas en nueve genotipos
provenientes de tres poblaciones del género Tagetes: Tagetes erecta L., Tagetes
remotiflora K. y Tagetes heterocarpha R. mediante 82 alelos ISSR a través de la
distancia de Dice.

La conformacion del primer grupo, donde agrupan exclusivamente genotipos de
T. erecta y T. heterocarpha, evidencia una estrecha relaciébn genética entre
ambas especies. Este patron de agrupamiento concuerda con lo reportado por
Serrato-Cruz (1999), quien documenta una alta compatibilidad reproductiva entre
estos taxones, caracterizada por cruzamientos exitosos en ambos sentidos,
produccion de semillas viables y ausencia de barreras de esterilidad, lo que
sugiere una afinidad genética significativa. De manera complementaria, estudios
moleculares han sefalado niveles elevados de similitud genética entre genotipos
de estas especies, con valores cercanos a 92 % (Ruiz-Gonzalez, 2025), lo que

respalda la proximidad observada en el dendrograma.
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Por otro lado, la agrupacion conjunta de T. erecta y T. heterocarpha podria
atribuirse a la presencia de regiones genomicas conservadas y a posibles
eventos de intercambio genético entre poblaciones, resulta importante considerar
que los patrones de similitud podrian estar influenciados por el contexto ecolégico
en el que se desarrollaron los materiales recolectados, derivados de procesos de
hibridacion interespecifica o flujo génico. Este comportamiento es congruente con
lo descrito para la familia Asteraceae, donde fendmenos como la introgresion, la
poliploidia y los cortos periodos de divergencia evolutiva contribuyen a la
complejidad en la delimitacion taxondmica de sus especies (Palazzesi, 2022). En
consecuencia, los resultados obtenidos sugieren que la diferenciacion genética
entre estos taxones es relativa y no absoluta, lo que se refleja en su agrupamiento

dentro de un mismo clUster en el analisis de similitud genética.

Cabe mencionar que, las recolectas se realizaron en ambientes donde coexisten
diversas especies de Tagetes, lo que incrementa la probabilidad de
entrecruzamientos naturales. Esta coexistencia espacial puede favorecer
procesos de flujo génico e hibridacion interespecifica, dando lugar a genotipos
con combinaciones genéticas compartidas (Abbott et al., 2013; Rieseberg &
Carney, 1998), lo que podria explicar parcialmente la proximidad genética

observada entre algunos materiales en el dendrograma.

Asi mismo, el tercer grupo comprendié a los genotipos eSPI-8, eSPI-9 y hKK-6,
en el que se observo la asociacion de genotipos de T. erecta con un
representante de T. heterocarpha, lo que sugiere una afinidad genética
intermedia entre materiales, a su vez, sustenta la idea de que estos genotipos
poseen regiones conservadas que evidencian una mayor cercania entre ambos.
Por otra parte, el cuarto grupo incluyo a los genotipos rSFS-3 y rSFS-8, ambos
pertenecientes a T. remotiflora, reforzando la tendencia de esta especie a formar
agrupamientos propios. Finalmente, el quinto grupo estuvo conformado por los
genotipos hCA-1, hCA-3, hCA-4 y hCA-5, correspondientes a T. heterocarpha,
los cuales fueron recolectados en las faldas del el Cerro del aguila en el poblado

de Santa Ana del Aguila, municipio de Ajuchitlan, Guerrero; lo que indica una
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clara diferenciacion genética, esta diferencia podria deberse al estado de

aislamiento geografico en el que se desarrollaron los materiales.

En contraste con el patron observado en el Grupo 1, los genotipos
correspondientes a Tagetes remotiflora tendieron a agruparse en clusteres
independientes, lo que sugiere una mayor divergencia genética respecto a T.
erecta y T. heterocarpha. Este comportamiento es consistente con lo reportado
en estudios previos, donde se ha observado una menor compatibilidad
reproductiva entre T. remotiflora y otras especies del género, manifestada en una
baja produccion de semillas y la presencia de barreras postcigéticas (Serrato-
Cruz, 1999).

La formacién de grupos propios para T. remotiflora podria estar asociada a un
mayor grado de aislamiento genético, asi como a una menor influencia de
procesos de flujo génico en comparacion con los otros genotipos analizados. Esto
sugiere que, a pesar de compartir habitats con otras especies del género, T.
remotiflora mantiene una identidad genética mas definida, lo que se refleja en su
separacién dentro del dendrograma; es preciso mencionar que, durante el
periodo de desarrollo de las plantas, la estructura morfologica silvestre de T.
remotiflora siempre fue muy evidente. En este sentido, los resultados obtenidos
indicaron que este genotipo presenta un nivel de divergencia genética mayor, que

contribuy6 a su diferenciacion dentro del conjunto de genotipos evaluados.

Adicionalmente, se gener6é un diagrama a partir del Analisis de Componentes
Principales (ACP) (Figura 16), con el propésito de complementar la interpretacion
de las relaciones genéticas entre los genotipos evaluados. La representacion
gréafica derivada del analisis permitio visualizar la distribucion de los genotipos e
identificar patrones de asociacion y separacion entre los todos materiales dentro
del espacio multivariado, consistente con los patrones observados en el
dendrograma basado en el coeficiente de Dice. Los individuos correspondientes
a Tagetes erecta (1) se distribuyeron principalmente hacia la region derecha del
diagrama, formando agrupamientos relativamente cercanos entre si, aunque con

cierta dispersion interna, lo que refleja una considerable variabilidad polimérfica
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intraespecifica. Este comportamiento coincide con la formacion de varios
subgrupos observados en el dendrograma, asi como con la presencia de los

individuos del mismo genotipico que resultaron ser atipicos (outliers).

LVA R 5 B

Figura 16 Diagrama de Componentes Principales de los tres genotipos de
Tagetes estudiados. 1 = T. erecta, 2 = T. heterocarpha, 3 = T. remotiflora

Por otra parte, la mayoria de los genotipos de Tagetes heterocarpha (2)
mostraron una tendencia a posicionarse proximos a algunos individuos de T.
erecta, particularmente en los valores intermedios de los componentes 1y 2, lo
que respalda la estrecha relacion genética observada entre ambas especies en
el andlisis de agrupamiento. Sin embargo, algunos individuos de T. heterocarpha
se localizaron de manera mas dispersa, lo cual podria sugerir que, a pesar de su
cercania geografica, existe una clara diferenciacién entre los miembros de estas

poblaciones, debida posiblemente al flujo genético entre individuos.

La formacién de grupos propios para T. remotiflora podria estar asociada con un
mayor grado de aislamiento genético, asi como a una menor influencia de
procesos de flujo génico en comparacion con los otros genotipos analizadas. Esto
sugiere que, aunque T. remotiflora comparta habitats con otras especies del
género, T. remotiflora esta especie mantiene una identidad genética mas
definida, lo que se refleja en su separacién dentro del dendrograma; es preciso

mencionar que, durante el periodo de desarrollo de las plantas, la estructura
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morfologica silvestre de T. remotiflora siempre fue muy evidente. En este sentido,
los resultados obtenidos indican que este genotipo presenta un nivel de
divergencia genética mayor, lo cual contribuye a su diferenciacion dentro del
conjunto de genotipos evaluados.

4.5.3 Variabilidad de Tagetes determinada a través de ISSR
Los patrones de agrupamiento observados en el dendrograma reflejan la
variabilidad presente entre genotipos, la formacién de los distintos grupos y
subgrupos, directamente relacionada con las diferencias en los perfiles de
amplificacion, es decir, con la presencia o ausencia de bandas generadas por
cada iniciador. En este sentido, la capacidad de los marcadores ISSR para
detectar polimorfismos a lo largo del genoma permitié discriminar entre los
genotipos y establecer relaciones de similitud polimérfica (Kumar et al., 2019),
por lo tanto, los resultados obtenidos en el analisis de agrupamiento no solo
reflejan la organizacion genética de los materiales evaluados, sino también la

eficiencia de los marcadores empleados para capturar dicha variabilidad.

Los iniciadores ISSR utilizados en el presente estudio mostraron un alto nivel de
eficiencia en la deteccion de polimorfismo, registrando 100 % de bandas
polimérficas en todos los casos. El nimero de bandas amplificadas por iniciador
oscilé entre 8 y 18, lo que indic6 una adecuada cobertura del genoma y una
buena capacidad de amplificacion. La ausencia de bandas monomorficas refleja
un alto nivel de variabilidad genética entre los genotipos evaluados. Por otra
parte, los valores del indice de contenido polimérfico (PIC) variaron entre 0.23 y
0.36, con un promedio de 0.31, lo que sugiere que los marcadores presentan un
nivel moderado a alto de informacién genética. Asimismo, los valores del indice
de diversidad (PBM) indicaron un adecuado poder de discriminacion entre los
genotipos. En conjunto, estos resultados confirman la utilidad de los marcadores

ISSR para el andlisis de diversidad genética en el género Tagetes.

El alto nivel de polimorfismo encontrado en los materiales analizados en el
presente estudio refleja la gran diversidad existente en el pais, los materiales

silvestres suponen una fuente desconocida de atributos de interés
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agroalimentario. Diversos estudios han demostrado la efectividad de los
marcadores ISSR en el analisis de diversidad genética en Tagetes.
Investigaciones realizadas en colecciones de germoplasma han reportado
porcentajes de polimorfismo que oscilan entre 40 y 100 %, lo que permite una
adecuada discriminacion entre genotipos y una clasificacion consistente con la
taxonomia tradicional (Namita et al.,, 2013; Zeng et al., 2010). Asimismo, los
analisis de agrupamiento basados en ISSR han permitido diferenciar especies y
variedades, evidenciando su utilidad en estudios de relaciones genéticas
(Panwar et al., 2018).

4.5.4 Estructura genética de Tagetes y sus patrones de
agrupamiento

A partir de los resultados obtenidos del andlisis de diversidad genética, se
evidencio la existencia de una estructura genética definida entre los genotipos
evaluados, en la cual se observa una clara tendencia de asociacion entre Tagetes
erectay T. heterocarpha, mientras que T. remotiflora presenta una diferenciacion
mas marcada. Este patron sugiere que las especies del género no constituyen
unidades completamente aisladas, sino que existe una continuidad genética
entre algunos taxones, consistente con lo reportado en estudios previos donde
los agrupamientos no reflejan estrictamente los limites taxondémicos tradicionales
(Civevan et al., 2022).

La proximidad genética observada entre especies puede explicarse por la
dinamica evolutiva del género Tagetes, en la que se han documentado procesos
de hibridacién interespecifica, introgresion y poliploidia. En particular, se ha
seflalado que especies como T. patula tienen un origen hibrido derivado de
cruzamientos entre T. erecta y otras especies relacionadas, lo que evidencia la
capacidad de intercambio genético dentro del género (Garcia-Sanchez et al.,
2019). Asimismo, la presencia de diferentes niveles de ploidia y la formacion de
progenies con combinaciones cromosomicas variables refuerzan la idea de una
evolucion reticulada, donde los eventos de recombinacion han contribuido a la

diversidad genética actual (Panero et al., 2008).
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Este comportamiento no es exclusivo del género Tagetes, sino que responde a
una complejidad evolutiva mas amplia dentro de la familia Asteraceae. En este
sentido, Bremer (1992), mediante un andlisis cladistico que incluy6 27 tribus y
subtribus y 47 caracteres filogenéticamente informativos, entre ellos la inversion
del ADN cloroplastico, reporté la existencia de multiples arboles igualmente
parsimoniosos con un indice de consistencia de 0.54, lo que refleja un grado
considerable de homoplasia. Ademas, observé incongruencias entre los arboles
derivados de datos morfol6gicos y de ADN cloroplastico; sin embargo, ambos
enfoques coincidieron en respaldar la relacion de grupo hermano entre Mutisieae-
Barnadesiinae y el resto de la familia. Estos resultados ponen de manifiesto la
dificultad para resolver completamente las relaciones filogenéticas en Asteraceae
y sugieren que la falta de separacion clara entre algunos genotipos de Tagetes
observada en el presente estudio podria estar asociada a esta complejidad

evolutiva.

Por otra parte, la dispersién observada entre los genotipos de T. erecta dentro
del dendrograma indica una alta variabilidad genética intraespecifica. Este
comportamiento coincide con lo reportado en estudios de caracterizacion de
germoplasma, donde se ha documentado una amplia variacion fenotipica y
genética dentro de la especie, atribuida tanto a procesos de domesticacion como
a la incorporacion de material genético diverso en los sistemas de cultivo (Patel
et al., 2019). De igual manera, la variabilidad morfolégica observada en
poblaciones naturales y cultivadas, particularmente en caracteres florales,
respalda la existencia de una base genética amplia dentro de la especie (Galicia-
Fuentes, 1995).

4.5.5 Caracterizacion y estimacion de variabilidad entre especies de
Tagetes

El uso de marcadores ISSR en el presente estudio permitié detectar un alto nivel

de polimorfismo (100 %), lo que demostré su elevada capacidad para identificar

variacion genética entre los genotipos evaluados. Este resultado es congruente

con la naturaleza de los marcadores ISSR, los cuales amplifican regiones
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intermicrosatélites distribuidas a lo largo del genoma, permitiendo la deteccién de
multiples loci sin requerir informacion previa de secuencia (Zietkiewicz et al.,
1994). En este sentido, el alto porcentaje de polimorfismo observado en el
presente estudio sugiere la existencia de una diversidad genética considerable,

particularmente asociada a la inclusién de genotipos silvestres y cultivados.

Resultados similares han sido reportados en estudios previos en el género
Tagetes, donde los marcadores ISSR han permitido identificar altos niveles de
variabilidad genética y una resolucion adecuada en la diferenciacion de
genotipos, aunque con patrones de agrupamiento que no siempre reflejan una
separacion clara entre especies (Civevan et al., 2022). Este comportamiento
coincide con lo observado en el presente trabajo, donde se detectaron

agrupamientos mixtos y una diferenciacion parcial entre especies.

En contraste, estudios que han empleado marcadores SSR han reportado un
namero limitado de alelos por locus y valores de contenido polimoérfico
moderados, generalmente alrededor de 0.40, lo que indica una capacidad de
resolucidbn mas especifica pero menos amplia en comparacion con los ISSR
(Civevan et al., 2022). Mientras que los SSR permiten detectar variacion a nivel
alélico debido a su naturaleza codominante, los ISSR presentan la ventaja de
explorar multiples regiones del genoma simultaneamente, lo que se refleja en el

alto nivel de polimorfismo observado en este estudio.

Adicionalmente, otros sistemas de marcadores como RAPD han mostrado
porcentajes de polimorfismo elevados en el género (Banyal et al., 2013; Mor et
al., 2008), lo que confirma la existencia de una base genética diversa en Tagetes;
sin embargo, estos marcadores presentan limitaciones en reproducibilidad y
resolucion, lo que resalta la utilidad de los ISSR como una herramienta robusta

para estudios de diversidad genética (Srivastava et al., 2007).

4.5.6 Implicaciones evolutivas, domesticacion y mejoramiento
Los resultados obtenidos adquieren especial relevancia al considerar que en este
estudio se evaluaron de manera conjunta genotipos cultivados de T. erecta y

especies silvestres relacionadas. Esta integracion permiti6 ampliar el

91



entendimiento de las relaciones genéticas dentro del género y mostré que las
especies silvestres han contribuido a la conformacién genética de los materiales
cultivados. En este contexto, la diversidad genética representa la base
fundamental para los procesos evolutivos y de domesticacion, al proporcionar la

variacion necesaria para la seleccion natural y artificial (Rao & Hodgkin, 2002).

La evidencia de afinidad genética entre especies y la falta de una separacion
estricta en los agrupamientos respaldan la hipétesis de que la domesticacién de
T. erecta pudo haber involucrado procesos de hibridacién e introgresion con
poblaciones silvestres. Este fendmeno ha sido documentado en diversos cultivos,
donde la incorporacion de genes provenientes de especies silvestres ha
contribuido a aumentar la variabilidad genética y la adaptabilidad de los cultivares
(Rao & Hodgkin, 2002).

Por lo tanto, la variabilidad genética detectada en este estudio representa un
recurso valioso en programas de mejoramiento genético, porque permitira
identificar genotipos divergentes que pueden ser utilizados en cruzamientos
dirigidos para la obtencion de hibridos con alto potencial heterético. La existencia
de variabilidad genética significativa, junto con altos niveles de heredabilidad
reportados para diversos caracteres agronémicos en Tagetes, sugiere que es
posible realizar una seleccion eficiente para mejorar caracteristicas de interés
(Kumar et al., 2019).

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que el género Tagetes presenta
una estructura genética compleja, caracterizada por altos niveles de variabilidad
intra e interespecifica, asi como por relaciones genéticas que reflejan procesos
evolutivos dinamicos. El uso de marcadores ISSR permitié detectar de manera
eficiente esta variabilidad, mostrando un alto poder de discriminacion y

confirmando su utilidad como herramienta para estudios de diversidad genética.

Finalmente, este trabajo representa uno de los primeros esfuerzos en integrar el
andlisis de genotipos cultivados de T. erecta con especies silvestres
relacionadas, lo que contribuye significativamente al entendimiento de las

relaciones genéticas dentro del género. Asimismo, los resultados obtenidos
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proporcionan una base sdlida para futuros estudios orientados a la conservacion,
caracterizacion y mejoramiento genético de Tagetes, asi como para el

aprovechamiento de la diversidad genética existente en poblaciones silvestres.

4.6. CONCLUSIONES

La técnica molecular ISSR permitié detectar una amplia diversidad genética entre
los genotipos silvestres (T. remotiflora y T. heterocarpha) y domesticados (T.
erecta) evaluados en el presente estudio. La amplificacién obtenida con los
iniciadores ISSR generd un alto nivel de polimorfismo, lo que evidencié una
considerable variabilidad genética entre los materiales analizados. En particular,
destacO la elevada variabilidad intraespecifica observada en T. erecta y T.
heterocarpha, reflejada en la dispersion de sus genotipos dentro de distintos
agrupamientos y en el analisis de componentes principales. Este comportamiento
sugiere la existencia de diferencias genéticas importantes entre materiales
pertenecientes a la misma especie, posiblemente asociadas a procesos de

domesticacion, flujo génico e intercambio genético entre poblaciones.

En contraste, varios genotipos de T. remotiflora mostraron una tendencia a formar
agrupamientos mas compactos y homogéneos, indicando una menor variabilidad
genética intraespecifica en comparacion con T. erecta y T. heterocarpha. Esta
diferenciacion podria estar relacionada con un mayor aislamiento genético o una
menor influencia de procesos de introgresion genética. En general, los genotipos
de T. erectay T. heterocarpha presentaron una mayor proximidad genética entre
si, mientras que T. remotiflora mostré0 una separacion mas marcada, lo que
sugiere una diferenciaciéon genética mas definida dentro de este taxén. Estos
resultados evidencian que las relaciones genéticas dentro del género Tagetes

son complejas y que la delimitacion entre algunos taxones no es absoluta.
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5.  CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones del presente estudio evidenciaron que los genotipos silvestres
y cultivados del género Tagetes presentan una amplia diversidad tanto
fitoquimica como genética, reflejada en la variacion de perfiles de flavonoides y
en el alto nivel de polimorfismo detectado mediante marcadores ISSR. El analisis
por HPLC permitié identificar doce flavonoides con distintos gradientes de
acumulacion entre los genotipos evaluados, destacando a T. remotiflora por
presentar una mayor acumulacion y diversidad de compuestos, lo que sugiere
una elevada capacidad biosintética dentro de esta especie. Asimismo,
flavonoides como quercetina, kaempferol, isorhamnetina, morina y hesperidina
mostraron patrones diferenciales entre grupos, indicando su posible utilidad como
marcadores quimiotaxonémicos en estudios de diferenciacion intraespecifica e

interespecifica dentro del género Tagetes.

Los analisis multivariados realizados a partir de los perfiles fitoquimicos
mostraron una clara diferenciacién de T. remotiflora, mientras que T. erectay T.
heterocarpha presentaron una mayor superposicion metabdlica, sugiriendo
afinidades entre ambas especies. De manera complementaria, el analisis
molecular mediante marcadores ISSR confirmé la existencia de una elevada
diversidad genética entre los genotipos estudiados, al generar 82 loci polimérficos
y un porcentaje de polimorfismo del 100 %. Los patrones de agrupamiento
obtenidos mediante UPGMA y el analisis de componentes principales
evidenciaron nuevamente una mayor proximidad genética entre T. erecta y T.
heterocarpha, mientras que T. remotiflora mostr6 una diferenciacion genética

mas marcada.

Asimismo, T. erecta presentd una mayor dispersion en los andlisis de
agrupamiento y en el espacio multivariado, reflejando una elevada variabilidad
intraespecifica. En contraste, varios genotipos de T. remotiflora se concentraron
en agrupamientos mas compactos y homogéneos, sugiriendo una menor
variacion genética intraespecifica en comparacion con T. erecta. En conjunto,

estos resultados indican que la diferenciacion entre especies dentro del género
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Tagetes no es absoluta y que las relaciones entre algunos taxones podrian estar
influenciadas por procesos de flujo génico, hibridacion e introgresion, favorecidos
por la coexistencia de materiales silvestres y cultivados en ambientes
compartidos. Estos patrones también sugieren la posible contribucion de
especies silvestres relacionadas en la conformacion genética de T. erecta

durante su proceso de domesticacion.

Los valores promedio de PIC y poder de discriminacion confirmaron la eficiencia
de los marcadores ISSR para detectar variabilidad genética y discriminar entre
genotipos de Tagetes. Sin embargo, aunque los ISSR demostraron ser
herramientas Gtiles para estudios de diversidad genética, relaciones filogenéticas
y caracterizacion de recursos fitogenéticos, los resultados sugieren la necesidad
de incorporar metodologias de mayor resolucién que permitan profundizar en el
analisis de regiones gendmicas especificas y confirmar con mayor precision las

relaciones evolutivas observadas entre los genotipos evaluados.

En conjunto, el enfoque integrador empleado en este estudio, combinando
analisis fitoquimicos y moleculares, permitid establecer relaciones entre la
variabilidad genética y la expresion diferencial de metabolitos secundarios,
aportando informacion relevante para el entendimiento de la estructura evolutiva,
taxonodmica y fitoquimica del género Tagetes. Ademas, los resultados destacan
la importancia de los genotipos silvestres como reservorios de diversidad
genética y metabdlica, asi como su potencial en programas de conservacion y
mejoramiento genético. Finalmente, se propone ampliar futuros estudios
mediante la incorporacion de un mayor niumero de genotipos, poblaciones y
enfoques complementarios que incluyan analisis agronémicos, moleculares y
metaboldmicos, con la finalidad de profundizar en el conocimiento, asi como el

aprovechamiento sostenible de este importante recurso fitogenético mexicano.
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