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RESUMEN

COMPOSICION QUIMICA Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
ALGUNAS ESPECIES DE Tagetes

CHEMICAL COMPOSITION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
SOME SPECIES OF Tagetes

En el estudio de plantas aromaticas, como
el caso de Tagetes (Asteraceae), los
analisis del perfil quimico de los aceites
esenciales y del perfil molecular constituyen
una informacion basica para la
conservacion y aprovechamiento de estos
recursos naturales. La actividad bioldgica
del aceite esencial de algunas especies de
Tagetes contra plagas y enfermedades abre
expectativas interesantes para el uso del
taxén como fuente de bioplaguidas; sin
embargo, aun se desconoce la composicion
quimica del aceite esencial de la mayoria de
las especies de Tagetes, y por otra parte, es
escasa la informacién molecular del taxén.
Para avanzar en la caracterizacion de este
recurso fitogenético, en el presente trabajo
se describe la composicién del aceite
esencial y un perfil molecular béasico por
ISSR para variabilidad genética
considerando cinco especies de
Sudamérica y una de Norteamérica.
Utilizando un procedimiento de CG/MS se
determinaron los compuestos mayoritarios
siguientes: anetol (66.9 %) y estragol (31.6
%) en T. filifolia; trans-tagetona (52.7 %) y
4-etil-4-metil-1-hexeno  (25.5 %) en T.
terniflora; trans-tagetona (33.9 %) y 4-etil-4-
metil-1-hexeno (13.8 %) en T. minuta; trans-
tagetona (17.9 %), 4-etil-4-metil-1-hexeno
(39.7 %), éacido valérico (434 %) vy
verbenona (24.3 %) en T. zypaquirensis;
trans-tagetona (30.9 %) y ftrans-ocimeno
(25.6 %) en T. multiflora. El uso de
marcadores ISSR en cinco especies de
Sudamérica permitio detectar 194 bandas
totales, de las cuales 193 bandas presentan
100 % de polimorfismo, indicando alta
diversidad genética en el material
estudiado.

Palabras clave: Asteraceae,
caracterizaciéon quimica, aceites esenciales,
variabilidad genética, ISSR, polimorfismo.

In the study of aromatic plants, such as the
case of Tagetes (Asteraceae), analyzes of
the chemical profile of essential oils and
molecular profile are basic information for
the conservation and use of these natural
resources. The biological activity of the
essential oil of some Tagetes species
against pests and diseases opens
interesting expectations for the use of the
taxon as a source of bioplaguidas; However,
the chemical composition of the essential oil
of most species of Tagetes is still unknown,
and on the other hand, the molecular
information of the taxon is scarce. In order
to progress in the characterization of this
plant genetic resource, the present work
describes the composition of the essential
oil and a basic molecular profile by ISSR for
genetic variability considering five species of
South America and one of North America.
Using a GC / MS procedure, the following
major compounds were determined:
anethole (66.9 %) and estragol (31.6 %) in
T. filifolia; Trans-tagetone (52.7 %) and 4-
ethyl-4-methyl-1-hexene (25.5 %) in T.
terniflora; Trans-tagetone (33.9 %) and 4-
ethyl-4-methyl-1-hexene (13.8 %) in T.
minuta; Trans-tagetone (17.9 %), 4-ethyl-4-
methyl-1-hexene (39.7 %), valeric acid (43.4
%) and verbenone (24.3 %) in T.
zypaquirensis; Trans-tagetone (30.9 %) and
trans-ocimeno (25.6 %) in T. multiflora. The
use of ISSR markers in five species of
South America allowed to detect 194 total
bands, of which 193 bands present 100%
polymorphism, indicating high genetic
diversity in the studied material.

Keywords: Asteraceae, chemical
characterization, essential oils, genetic
variability, ISSR, polymorphism.



1 INTRODUCCION GENERAL

El género Tagetes (Asteraceae) se conforma de aproximadamente 53
especies distribuidas en el Continente Americano, la mayoria se localiza en
México (List, 2015). Estas plantas tienen propiedades biolégicas contra
organismos dafinos a cultivos de importancia econémica: bacterias, hongos,
nematodos, insectos y malezas (Serrato Cruz y Quijano, 1993). Tales
propiedades de Tagetes se deben a la presencia de metabolitos secundarios
como alcoholes, éteres, ésteres, aldehidos, cetonas, flavonoides y tiofenos
(Duke, 2009) que actuan como defensas quimicas contra plagas y
enfermedades. En forma natural, estos compuestos quimicos pueden ser
liberados por volatilizaciéon, exudados radiculares, lixiviacion y por
descomposicion de residuos (Halbrendt, 1996). Mediante manipulacion de la
materia vegetal se ha logrado obtener sustancias vegetales como polvos,
extractos (acuosos o con solventes) y aceites esenciales que se han
evaluado por su efecto contra plagas. En el caso de algunas especies de
Tagetes, los extractos vegetales presentan efectos antimicoticos, por
ejemplo, extractos acuosos y polvos de hojas, flores y raiz de T. erecta
tienen efecto fungicida contra Drechslera oryzae, Pyricularia orizae y
Uromyces phaseoli (Grainge y Ahmed, 1988). También se ha evidenciado el
efecto de aceites de T. patula y T. erecta contra nematodos como
Rhotilenchus sanguineus, Phlebotomus duboscqi, Pratylenchus penetrans y
Meloidogyne incognita que afectan las cosechas de tomate y papa (Ploeg,
1999; Ploeg y Maris, 1999). No obstante las buenas referencias sobre el
aceite de Tagetes, éstas principalmente se han obtenido usando las
especies cultivadas T. erecta 'y T. patula, por lo tanto, es claro que son pocos
los estudios sobre composicion quimica de los aceites esenciales de la
mayoria de las especies de Tagetes y poca la exploracion de su efecto
toxico (Serrato-Cruz, 2014); es decir, en la perspectiva de estudio de estos
recursos fitogenéticos para su aprovechamiento, su caracterizacion es

necesaria.

En cuanto a caracterizacion molecular de Tagetes, los antecedentes son

escasos, aunque la referencia de registro de una patente para hacer



transgenosis en el género para sobrexpresion de carotenoides o de
metabolitos secundarios pone en duda si realmente no hay tal
caracterizaciéon de este taxa; mientras no se publique al respecto, son
pertinentes los estudios que se realicen, especialmente porque estos
recursos naturales se encuentran en sus areas de distribucion,
principalmente en América de donde el género es endémico, desde el sur de
Estados Unidos hasta la Patagonia, en Sudamérica (Turner, 1996). Un
reciente estudio sobre el perfil molecular de especies y poblaciones de
Tagetes, importantes por su produccion de aceites (Campos et al., 2012),
expone la primera aproximacion de la diversidad molecular de varias
especies, mas de las que Lockerman et al. (2003) reportan, aunque hay que
resaltar el trabajo que hicieron esos autores al analizar filogenéticamente 21
géneros de la tribu Tageteae (Asteraceae) donde se encuentra Tagetes,
mediante secuencias de espaciadores transcritos internos (ITS) vy
secuencias del gen ndhF, y cuyos resultados solamente consideran seis
especies del taxa en cuestion.

De las 56 especies de Tagetes distribuidas en América de forma natural
(Soule, 1993), 32 se encuentran en América del Norte y 24 en América Sur,
en un rango muy amplio de condiciones ambientales, especialmente en
zonas de montafia con variantes de clima templado y transicional. La
presencia en México de la mayor parte de taxones en México evidencia el
origen evolutivo del género y de su diversidad (Serrato, 2014); no obstante,
las escasas investigaciones sobre el analisis de regiones conservadas del
ADN de algunos materiales de Sudamérica indican que el origen genético
del género se encuentra en esa area (Fucks, 1965). En el trabajo de
Lockerman et al. (2003) y en la base de datos del GenBank se reportan
secuencias de bases mediante ITS que dan idea parcial sobre la filogenia
del género, pero todavia no se tiene un resultado concluyente, sobre todo
porque no se han incluido todos los taxones de Tagetes ni planteado

hipdtesis plausibles que guien los trabajos sobre analisis molecular.

En general, el analisis molecular puede arrojar informacion para comprender

la funcion de una proteina o determinar porqué una poblacion es resistente a



una determinada enfermedad, o resolver un caso legal; o para establecer el
arbol filogenético, y conocer las relaciones de parentesco que hay entre
especies (Sunnucks, 2000). La caracterizacion molecular que se haga sobre
Tagetes constituira importante informacion para considerar aplicar

mejoramiento genético convencional y para entender la filogenia del género.

Tomando en cuenta los antecedentes limitados sobre caracterizacion
quimica molecular de Tagetes, especialmente las de condicidén ruderal, ya
que es abundante la informacion sobre las especies cultivadas T. erectay T.
patula, en el presente trabajo, que expone dos investigaciones particulares
(Capitulos Il y 1V), se proponen los objetivos e hipétesis siguientes.

1.1 Objetivos

Describir el contenido de compuestos quimicos en el aceite esencial de
especies de Tagetes originarios del norte y sur de América, con la finalidad
de contribuir a la fitoquimica del género.

Caracterizar ejemplares del género Tagetes, basada en marcadores
moleculares ISSR, y evaluar la variabilidad genética, con el fin de avanzar en
la identificacion de la diversidad del taxa y su conservacion, y aportar ideas

sobre el origen de estos recursos naturales americanos.

1.2 Hipoétesis

Si se practica cromatografia de gases y espectrometria de masas para
analizar el aceite esencial obtenido por hidrodestilacién de especies de
Tagetes originarias del norte y sur de América, se espera que su

composicion quimica varie en relacion con su origen geografico.

Si se emplean las técnicas de marcado molecular ISSR en especies de
algunos ejemplares de tagetes de Sudamérica se tendra idea de su

diversidad y relaciones genéticas.



REVISION DE LITERATURA

1.3 Las plantas aromaticas

Las plantas aromaticas se han cultivado desde tiempos inmemoriales con
fines farmaceéuticos y culinarios (Mansaray, 2000; Dixon, 2001; Ottaway,
2001) por sus propiedades que otorgan algunos compuestos quimicos
obtenidos de diversas partes de la planta, tales como flores, hojas, tallos,
semillas, raices y frutos (Brenes y Roura, 2010; Negi, 2012). A estas plantas
se les considera productos de gran interés social, cultural, culinario y
medicinal (Fernandez, 2006), ya que producen principios activos, los cuales
propician cambios en el funcionamiento del organismo para aliviar sintomas
de malestar o restablecer el equilibrio organico del mismo (Calixto, 2005).
Sus compuestos, conocidos también como metabolitos secundarios,
responden a condiciones ambientales de estrés o son una manifestacién de
la individualidad del organismo que los contiene y, generalmente, estan
relacionados con la interaccion con otros organismos (funcidn ecoldgica, no
fisiologica), tales como la reproduccion, la comunicacion, la competencia y la
proteccion contra la depredacion y la infeccion (Gros, 1985; Marcano y
Hasegawa, 2002). Ademas de que juegan un rol importante, no sélo en los
sistemas de produccidén tradicionales, sino también en los mercados
internacionales (Martinez, 2005), y mas de dos tercios de las especies
vegetales del mundo se originan en los paises en vias de desarrollo
(Kossmann, 1999).

Las familias botanicas Asteraceae (Compositae) y Lamiaceae son las mas
importantes por el numero de representantes (Del Vitto y Petenatti, 2009); la
primera abarca 1, 911 géneros y 32, 913 especies, y la segunda se compone
de 245 géneros y 7, 886 especies (List, 2015). La familia Asteraceae es de
interés como alimenticias, oleaginosas, ornamentales y medicinales, ademas
de que incluye a numerosas malezas. Por su parte, la familia de las
Lamiaceas poseen aceites esenciales, muy apreciadas como condimentos,

licorerias y como medicinal y ornamental (Farias, 1994).



1.4 Distribucion de las plantas aromaticas

La distribucibn de las plantas aromaticas esta condicionada
fundamentalmente, por factores ecologicos como el suelo, el clima (Cases,
2007), nutricidn, disponibilidad de agua, cantidad e intensidad de luz.
(Burbott y Loomis, 1967). Por lo que los metabolitos secundarios de las
plantas pueden variar considerablemente a nivel intraespecifico
dependiendo del genotipo y la localizacion geografica (Mufioz et al., 2007,
Gonzalez et al., 2011).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular
(Sepulveda et al., 2003), que no intervienen directamente en los procesos de
crecimiento y diferenciacion, ni son esenciales en los metabolismos basicos
de fotosintesis y respiracion de las plantas (Theis y Lerdau, 2003). Estos
compuestos pueden actuar como atrayentes en el caso de polinizadores o
repelentes en situaciones de peligro (Avalos y Pérez, 2009), pueden tener
efecto biolégico contra bacterias, hongos, acaros, nematodos, e insectos de
importancia economica y urbana (Koul et al., 2008), o bien, pueden ser
responsables de la accion farmacologica de las plantas sobre el organismo
(FUNDAQUIM, 2005).

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono (Marcano y Hasegawa, 2002) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general de la biosintesis de los metabolitos secundarios
(Marcano y Hasegawa, 2002).

La Figura 1 ilustra la biosintesis de los diversos metabolitos secundarios,
donde se observa que los fragmentos pequefios se recombinan para generar
grandes moléculas. Se observa como los metabolitos secundario se forman
por distintas vias y como, siguiendo el criterio biogenético, una misma clase
de compuestos por ejemplo los alcaloides, pueden tener varios origenes”
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Actualmente se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de
metabolitos secundarios (MS) que, por su composicion quimica, son
clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los
MS que contienen nitrogeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no



protéicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los MS no
nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos vy
fenilpropanoides (Sepulveda et al., 2003).

1.5 Biodiversidad

Segun la Convencion de Diversidad Bioldgica, la biodiversidad se define
como la variabilidad que hay entre los organismos vivos incluyendo el medio
en el que se originan el cual puede ser terrestre, marino o aéreo, asi como
los complejos ecologicos de los cuales forman parte. La biodiversidad
determina la forma en que las poblaciones de organismos vivos interactuan
entre si, con su ambiente, y la forma en que evolucionan y persisten a traves
del tiempo (Tilman et al., 2006).

1.6 Variabilidad genética y filogenia

La variabilidad genética se refiere a las variaciones que hay entre el genoma
de los organismos, individuos de una misma poblacion o entre diferentes
especies y son resultado de su interaccion con el medio ambiente. Consisten
en la sustitucion, eliminacién o adicidn de uno o mas nucleétidos en su
genoma. Dichas mutaciones pueden producir nuevos fenotipos en los
individuos de una poblacion y llevar a la formacion de nuevas especies. El
estudio de este tipo de mutaciones producidas a través del tiempo en la
historia de las especies es conocido como filogenia, y su investigacion
produce una secuencia ramificada del cambio de caracteres en los
organismos a través del tiempo, el cual se conoce como arbol filogenético
(Sunnucks, 2000).

1.7 Sistematica molecular

La sistematica molecular trata de comprender el origen y diversificacion de la
vida a partir de la informacion contenida en la molécula del ADN. Este

objetivo se construye en torno a dos postulados basicos, que la vida en la



tierra tiene un origen comun y que los organismos contienen caracteres
heredables potencialmente informativos de su historia evolutiva (Swofford y
Olsen, 1990)

Las especies cuentan con un codigo evolutivo, que se refiere a las
contingencias histéricas y biologicas que han sufrido las entidades
taxonomicas después de su origen comun (Limpscom, 1998).

El estudio filogenético del cddigo evolutivo presenta varios retos, pues el
codigo evolutivo solo puede asociarse entre organismos taxondmicamente
relacionados y el muestreo de material genético que se puede hacer es
limitado, debido a la gran cantidad de organismos y poblaciones que existen
en el planeta ya que no se puede acceder al material genético de
organismos ya extintos. Para poder resolver estos inconvenientes, la
sistematica molecular ha producido analisis bioestadisticos con los cuales se
pueden asociar las diferencias genéticas de distintos organismos, con los
eventos del cédigo evolutivo y la divergencia de las especies. Ademas hace
uso de técnicas que emplean marcadores moleculares con el objetivo de
conseguir la estructura genética de las poblaciones, la delimitacion de
especies Y la inferencia filogenética (Ornelas et al., 2013).

1.8 Marcadores moleculares

Todos los organismos presentan caracteristicas que pueden ser genotipicas
o fenotipicas que permiten diferenciarlos y etiquetarlos. Dichas
caracteristicas reciben el nombre de marcadores. Desde el inicio de la
agricultura y la domesticacién de animales, los humanos han hecho uso de
los caracteres morfologicos (caracteristicas asociadas a la apariencia del
organismo como son el tamafo de las hojas, forma de las flores, color del
pelaje, numero de dientes, entre otros.) para hacer una crianza selectiva de
diferentes organismos con caracteristicas mas utiles para las actividades
humanas, ya sea agricultura, ganaderia, caceria, etc. También se ha hecho

uso de marcadores bioquimicos como enzimas, metabolitos secundarios o



proteinas que son unicas en un tejido u organismo y pueden permitir la
identificacion de individuos. Sin embargo, el uso de los marcadores
fenotipicos antes mencionados presenta algunos problemas ya que su
expresion se ve muy influenciada por el entorno o por un estadio particular
del desarrollo de un organismo, por lo cual pueden variar de acuerdo a la

edad y efectos del medio ambiente (Novo et al., 2012).

Debido a estos problemas, se empezo6 a utilizar marcadores moleculares en
la identificacion de organismos. Los marcadores moleculares son secuencias
de nucledtidos al interior del genoma de un organismo, las cuales se repiten
en todos los individuos de una especie y en todas las formas de vida,
presentan suficientes variaciones entre individuos o grupos de individuos y

permiten una clasificacion coherente (Campos et al., 2012)

1.9 ISSR

Las Secuencias Simples lter Repetidas (ISSR en inglés) son secuencias
cortas, de 2 a 10 pares de bases que se encuentran en serie y repetidas a lo
largo de un genoma; son secuencias altamente variables en el numero de
las unidades que las integran, lo que hace que su analisis sea
extremadamente util en la busqueda de polimorfismos. Los amplicones
obtenidos pueden ser utilizados para la diferenciacion de individuos y la
identificacion de variedades de una misma especie (Valadez y Kahl, 2000).
Su uso también es muy importante en programas de conservacion de
especies en peligro de extincion, como la hierba Neera-Brahmi (Bacopa
monnieri), la cual es una planta medicinal muy importante en India, y cuya
sobre-explotacién ha llevado a la necesidad de identificar adecuadamente
los materiales silvestres que aun existen, mediante el uso de marcadores
ISSR (Tripathi et al., 2012). También se han usado para determinar la
diversidad de la especie Thuja sutchuenensis, una conifera china de mucho
valor por su madera y que fue redescubierta en 1999 tras pensarse extinta.
Los analisis de microsatélites revelaron que la diversidad de esta especie en
los pocos nichos donde sobrevive, es muy baja y por lo tanto, se encuentra



en peligro de extincion (Lui et al., 2013).

1.10 Tagetes

La familia Asteraceae se distribuye en todo el mundo y ocupa el segundo
lugar en dispersion después de la familia Gramineae (Stother, 1997). En
Meéxico la familia Asteraceae forma uno de los principales centros de
diversificacidon, las estimaciones indican que México incluye unos 362
geéneros y 3 021 especies de la familia, de las cuales 65.9 % son especies
endémicas (Villasefor, 2003).

La tribu Tageteae es nativa de América, principalmente en habitats xéricos,
moderados y extremos. Las Sierras Madre Occidental y Oriental de México,
desde el norte de Coahuila hasta Oaxaca, son las regiones de mayor
distribucion (Strother, 1997).

Para el género Tagetes se han referido alrededor de 53 especies distribuidas
en el Continente Americano desde el suroeste de Estados Unidos hasta el
sur de Argentina (List, 2015), y la mayoria de las cuales se localizan en
México (Turner, 1996). “Esta diversidad, ubica a México como ‘“centro de
origen y diversidad de Tagetes en el mundo, o al menos como un centro de

radiacion evolutiva del género (Serrato, 2010).

1.10.1 Género Tagetes como modelo de estudio

Las especies del género Tagetes se han estudiado por sus propiedades
antagonistas, ademas de considerarlas como una alternativa potencial en el
manejo de plagas y enfermedades en la agricultura (Zavaleta y Gomez,
1995), ya que varias especies de este género se consideran una fuente
importante de compuestos insecticidas (Green et al., 1991) y propiedades
hipotensoras, espasmoliticos y anti inflamatorios y estda adquiriendo
importancia comercial debido a sus diversas actividades biol6gicas (Krishna
et al., 2005).
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Varios investigadores (Jacobs et al., 1995; Ploeg, 1999; Ploeg y Maris,
1999; Alexander y Waldenmaier, 2002; Irinyi, Lackner et al., 2015; Sanches
et al., 2012) han realizado trabajos sobre el efecto biocida de algunas
especies de Tagetes contra parasitos que afectan las cosechas de tomate y
papa. Entre las especies ensayadas estan T. patula, T. minuta'y T. erecta las

cuales reducen la presencia de nematodos.

También se han realizado trabajos de regeneracion de tejidos en diferentes
especies de Tagetes (Vanegas et al., 2002; Yingchun et al., 2011; Mohamed
et al., 1999), para permitir el desarrollo de materiales transgénicos que
conduzcan a aumentar o mejorar la produccion de luteina, un carotenoide
que es utilizado como pigmento en la industria alimentaria (Pefia et al.,
2004).

Los trabajos de caracterizacion molecular del género Tagetes son escasos.
Un ejemplo es la caracterizacion molecular de 11 materiales hibridos del
género Tagetes que fueron seleccionados por su capacidad de produccion
de aceites. Se empled la técnica de RAPD usando iniciadores de la serie
OPM, con lo cual pudieron establecer la correlacion entre dichos materiales
y las especies de origen de los hibridos (Campos et al., 2012). También se
ha realizado un trabajo de analisis filogenético de 21 géneros de la tribu
Tageteae que se encuentra dentro de la familia Asteraceae y abarca al
género Tagetes. En esa investigacion se usaron secuencias de
espaciadores transcritos internos (ITS) y secuencias del gen ndhF
(Lockerman et al., 2003).

1.10.2 Clasificacion taxonémica y distribuciéon geografica

El género Tagetes se distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta
el sur de Argentina. En México se han encontrado 32 de las 56 especies
hasta ahora descubiertas y se localizan en diferentes estados a lo largo del
pais. Diferentes autores han intentado clasificar las diferentes especies del

género Tagetes basandose en el estudio de sus caracteristicas
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morfologicas, pero debido a que estas especies presentan marcadas
similitudes, se ha dado pie a confusiones en su clasificaciéon taxonémica, por
lo cual existen diferentes nombres que son sindnimos de una misma especie
o bien, algunos ejemplares, considerados especies independientes, ahora
son reconocidos como miembros de la misma especie, un ejemplo es T.
tenuifolia y T. peduncularis que se han nombrado como T. lunulata (Serrato,
2010). También esta el caso de la incorporacion de Addenopapus
persicaefolius al género Tagetes con aporyo de evidencia molecular
(Loockerman et al., 2003). Durante el periodo 2003-2009, se inicio el
proyecto Red Tagetes del Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos
(SINAREFI) de la SAGARPA con el fin de recabar y analizar la informacion
disponible sobre las especies del género Tagetes cuyo centro de origen y
diversidad genética este en Meéxico. En el Cuadro 1 se muestra la
clasificacion taxonomica del género Tagetes obtenida del Sistema Integrado

de Informacion Taxondmica (SIIT 2012).

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica del género Tagetes (SIIT 2012)

Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Infrareino Streptophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Infradivision Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Tageteae
Género Tagetes

1.10.3 Caracteristicas morfolégicas del género Tagetes

La morfologia general de las plantas del género Tagetes distingue al taxa
por tener hojas de tipo pinnado y tallos que crecen desde 1 cm hasta 2 m de
altura dependiendo de la especie. Sus flores son de tipo ligulado con un

tamafo que va de 1 a 2 cm y crecen alrededor de la planta en forma radial o
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de disco con un diametro de 4 a 6 cm. Las flores pueden presentar colores
rojo, naranja, amarillo, y blanco (Serrato, 2010). En el cuadro 2, se muestran
algunas de las caracteristicas de algunos individuos del género Tagetes
(Serrato, 2010; CONABIO, 2012), y en la Figura 2 se muestran fotografias
de algunos ejemplares del género Tagetes, algunas pertenecen a CONABIO
(2012) y otras tomadas en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, campus

Aeropuerto (Campos et al., 2012).

Cuadro 2. Caracteristicas morfoldégicas de algunas especies del género

Tagetes (Serrato, 2010; CONABIO, 2012).

Especie Altura del No. De Color de Tamanode Color de Germinacion
tallo (cm) pétalos flores flores (mm) cabezuelas
T. lululata 10 a 80 20a 35 Amarillas 7a10 Verdes Anual/herbacea
T. foetidissima 20 a 80 4a8 Amarillo 5a6.5 Verdes Anual/herbacea
verdoso
T. multiflora 20 7a14 Amarillas 2a4 Moradas o Anual/herbacea
amarillas
T. coronopifolia 50 5a20 Amarillas 2a4 Moradas Anual/herbacea
T. linifolia 20a40 40a60 Amarillo 5a12 Verdes Perenne/herbéac
anaranjado ea
y rojo
T. lemmoni 30a100 30a60 Amarillas 10a15 Verdes Perenne/herbéac
ea
T. stenophylla 50a100 3a60 Amarillo 8a12 Radiales Perenne/herbac
rojizo ea
T. patula 20 a 85, 56a70 Rojo, 8a13 Verdes Anual/herbacea
color naranja,
morado amarillo
T. persicaefolia 10 7a8 Amarillas 8a12 Verdes Anual/herbacea
0 a 200
T. erecta 40 a 60 40a90 Amarillo 10a15 Verdes Anual/herbacea
anaranjado
T. moorei 8a40 10a20 Amarillas 8a10 Verdes Anual/herbacea
T. parryi 30a50 50a60 Amarillas 12a20 Verdes Anual/herbacea
T. minuta 150 3ab Amarillas 05a1 Verdes Anual/herbacea
T. terniflora 160 3ab Amarillas 05a1 Rojas o Anual/herbéacea
amarillas
T. lucida 100 5a8 Amarillas 6a7 Verdes Perenne/herbéac
ea
T. arenicola 30a60 5a6 Amairillo 6a7 Verdes Anual/herbacea
anaranjado
T. filifolia 10 a 40 3a9 Amarillas 3a35 Verdes Anual/herbacea
T. micrantha 10 a 50 4a10 Amarillas 3a35 Verde Anual/herbacea
obscuro
T. subulata 10 a 50, 10a20 Amarillo 7a10 Café o Anual/herbacea
color anaranjado Negro
purpura
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T. lunulata T. foetidissima

T. erecta T. persicaefolius

T. moorei T. minuta T. terniflora
™

T. subulata

T. lucida
T. filifolia

Figura 2. Fotogrfia de ejemplares del género Tagetes (CONABIO, 2012).

1.10.4 Importancia histérica del género Tagetes

Las plantas del género Tagetes se han utilizado desde la época prehispanica

por los grupos mesoamericanos. Estos usos fueron descritos en el Cddice
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Florentino por fray Bernardino de Sahagun en el siglo XVI. Un ejemplo es T.
lucida conocida en nahuatl como Yauhtli, usada como aromatizante y
ofrenda en las festividades del fuego y de la lluvia. También se utilizé como
remedio medicinal para tratar la fiebre y las ulceras. Otro ejemplo es T.
tenuifolia o Tzitziquilitt que fue empleada como hierba comestible. Los
indigenas también emplearon T. erecta conocida como Cempoalxochitl (flor
de muerto), planta de ornato en los templos y casas durante las fiestas del
sol y las fiestas de los muertos (Serrato, 2010).

En la actualidad, la flor de Cempoalxéchitl aun se usa en la medicina
tradicional como antiparasitario, antiespasmodico y en el tratamiento del
estbmago, bazo, e higado (Del Villar, 2007). Dado su alto contenido de
carotenoides, en especial la luteina, las flores de Cempoalxdchitl se utilizan
en la industria alimentaria como aditivo en el alimento de aves de corral,
peces y crustaceos con el fin de mejorar la pigmentaciéon de su piel y
hacerlos mas atractivos para su consumo (Peha et al., 2004). Los
carotenoides de Cempoalxochitl y de otras variedades de Tagetes son de
importancia medicinal y pueden emplear en el tratamiento de enfermedades
humanas. Un ejemplo son las Xantofilas o el 3-Caroteno (precursor de la
vitamina-A), los cuales tienen actividad antioxidante y protegen del dafo
provocado por los radicales libres, responsables de varias enfermedades
degenerativas como arteroesclerosis, artritis y carcinogénesis (Salinas y
Pacheco, 2003).

Debido a que el uso de pesticidas en los cultivos presenta algunos
problemas como son costo elevado, generacion de resistencia por parte de
las plagas ademas de un impacto nocivo en el ambiente, se estan buscando
alternativas que puedan evitar estos inconvenientes. Ejemplares del género
Tagetes como T. minuta, T. patula y T. erecta contienen terpenos y tiofenos
con capacidad acaricida y pesticida que pueden ser utilizados en cultivos de
tomate y papa (Jacobs et al., 1995; Ploeg, 1999; Ploeg y Maris, 1999;
Alexander y Waldenmaier, 2002; Ireri et al., 2010; Sanches et al., 2012;
Garcia et al., 2012) en forma de extracto o bien como un co-cultivo, con el fin
de eliminar las plagas que danan tales cosechas. Tagetes minuta se refiere
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a menudo como una mala hierba. Cabrera (1971) afirma que "... Spegazzini
menciona que esta planta es una maleza comun de cultivo en el valle inferior
del Rio Negro ..." Spegazzini y Cabrera parecen no entender la perspectiva
nativa de "malezas". Los agricultores ven las "malas hierbas" como una
segunda cosecha. Muchos de los agricultores latinoamericanos que no
practican la agricultura industrializada dejaran plantas voluntarias de Tagetes
minuta en sus campos. Esta segunda cosecha es beneficiosa de varias
maneras: primero, el crecimiento rapido de T. minuta rapidamente matiza
otras especies de plantas que pueden ser de menor uso para el agricultor,
segundo, puede ser cosechado para uso personal, o para la venta en los
mercados de la ciudad, y tercero, se ha informado que ayuda a retener la
humedad en el campo (Jimenez Osornio, 1991).

Tagetes minuta se cultiva comercialmente y se cosecha por sus aceites
esenciales que se utilizan en la industria del sabor y el perfume como "Aceite
de Tagetes". El aceite se usa en perfumes y como componente de sabor en
la mayoria de los principales productos alimenticios, incluyendo bebidas de
cola, bebidas alcohdlicas, postres congelados de productos lacteos,
caramelos, productos horneados, gelatinas, pudines, condimentos vy
condimentos. Brasil es uno de los principales productores de T. minuta para
Tagetes Oil (Craveiro et al., 1988).

1.10.5 Aceites esenciales

Para Tisserand y Young (2014), los aceites esenciales son mezclas de
compuestos organicos volatiles, procedentes de una sola fuente botanica, y
que contribuyen al sabor y fragancia de una planta. Para Greathed (2003) y
Gonzalez et al. (2011), los aceites esenciales son mezclas complejas de
metabolitos secundarios, en la que la mayor parte la conforman
componentes alifaticos de bajo peso molecular, como acidos, alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres; asimismo, fenilpropanos, terpenos y
terpenoides.

1A



No obstante las diferencias conceptuales, los aceites esenciales comparten
caracteristicas fisicas, como el que son liquidos, volatiles, transparentes y
rara vez coloreados, soluble en lipidos y soluble en disolventes organicos
con una densidad generalmente mas baja que la del agua. Estos pueden ser
sintetizados por toda la planta o en o6rganos, es decir, brotes, flores, hojas,
ramas, semillas, frutas, raices, madera o corteza, y se almacenan en las
células secretoras, cavidades, canales, las células epidérmicas (Bakkali et
al., 2008).

Conviene resaltar que desde la Edad Media los arabes ya obtenian aceites
esenciales por vapor o hidrodestilacion y que se conocian por sus
propiedades antisépticas, es decir, bactericida, viricida y fungicida, ademas
de sus propiedades medicinales y su fragancia (Bakkali et al., 2008).

1.10.6 Componentes de los aceites esenciales

La composicion de los aceites pueden variar con base en la constitucion
genética de la especie y las condiciones agrondmicas en que se desarrollan
las plantas (Krishna et al., 2002; Sefidkon et al., 2004), es decir, el clima, la
composicién del suelo, 6rgano de la planta, la edad y la etapa del ciclo
vegetativo (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006); o a la heredabilidad,
entendiéndola como la proporcidén de variacion fenotipica total que se deben
a efectos genéticos son reflejadas en la descendencia (Pérez et al., 2000), o
la proporcion de la varianza genética aditiva de la varianza fenotipica.

De manera general, los aceites esenciales pueden contener alrededor de 20
a 60 compuestos a diferentes concentraciones (Bakkali et al., 2008). Son
dos o tres los componentes principales que se caracterizan por encontrarse
en concentraciones relativamente altas (20 a 70 %) en comparacion con
otros componentes presentes en cantidades traza (Pichersky et al., 2006).
El principal grupo esta compuesto de terpenos y terpenoides y el otro por
compuestos aromaticos y constituyentes alifaticos, todos caracterizados por
un bajo peso molecular. Los terpenos se forman a partir del isopreno (unidad

de cinco atomos de carbono). La biosintesis de los terpenos consiste en la
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sintesis del isopentenil difosfato (IPP) o isopreno activo, el IPP se isomeriza

para formar dimetil alil pirofosfato, precursor de varias clases de terpenos.

En lo que respecta a los compuestos aromaticos derivados de fenilpropano
se dan con menor frecuencia que los terpenos. La via biosinética relativa a
los terpenos y derivados de fenilpropanos generalmente estan separados en
las plantas, pero pueden coexistir en algunas especies (Bakkali et al., 2008).

1.11 Distribucion de los aceites esenciales en las plantas

Los aceites esenciales se pueden encontrar localizados en distintos 6rganos
de la planta; por ejemplo, en las raices: Santulum album, Valeriana officinalis
L., Vetiveria zizanioides y Zingiber officinale, especies con mayor cantidad
de aceite esencial en ese 6rgano de la planta. Las especies Pimpinela
anisum, Foeniculum vulgare, Coriandrum sativum y Anethum graveolens
tienen alto contenido de aceite esencial en sus semillas y frutos. En las
hojas, el aceite esencial es abundante en especies como Mentha spp.,
Origanum spp., Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Ocimun basilicum y
Cymbopogon citratus. En el lefio, Bulnesia sarmientoi y en la corteza,
Cinamomun zeylanicum tienen alto contenido de aceite esencial. Las
especies Lavandula spp., Cananga odorata, Jasminum officinale L., J.
grandiflorum L. y Rosa spp. presentan mayor contenido de aceite esencial
en las flores (Ringuelet, 2013).

Los componentes en mayor concentracion que se pueden encontrar en el
aceite esencial de algunas de las especies ya mencionadas son carvacrol
(30 %) y timol (27 %) en Origanum compactum; linalol (68 %) en Coriandrum
sativum; a- y B- Tujona (57 %) y alcanfor (24 %) en Artemisia herba-alba;
1,8- cineol (50 %) en Cinnamomum camphora; ao- felandreno (36 %) y
limoneno (31 %) de la hoja y carvona (58 %) y limoneno (37 %) en semillas
de Anethum graveolens y el mentol (59 %) y mentona (19 %) en Mentha

piperita. Generalmente, estos componentes principales determinan las
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propiedades biologicas de los aceites esenciales (Betts, 2001; Pichersky et
al., 2006).

1.11.1 Aceites esenciales y su funcion

En la naturaleza, los aceites esenciales desempefian un papel importante en
la proteccion de las plantas como antibacterianos, antivirales, antifungicos,
insecticidas y también contra los herbivoros al reducir su apetito por las
mismas. También atraen algunos insectos para favorecer la polinizacion, o
repeler a los indeseables (Bakkali et al., 2008). La compleja composicion de
los aceites esenciales y la variedad de estructuras quimicas de sus
componentes son responsables de una amplia gama de actividades
biolégicas, muchas de las cuales son de interés creciente en los campos de
la salud humana y animal. Particularmente, muchos aceites esenciales y sus
componentes se han utilizado tradicionalmente por su actividad
antimicrobiana (Cheng et al., 2003) y por su actividad citotoxica que se debe
principalmente a la presencia de fenoles, aldehidos y alcoholes (Bruni et al.,
2004; Sacchetti et al., 2005). Los aceites esenciales o algunos de sus
componentes son realmente eficaces contra una gran variedad de
organismos incluyendo bacterias (Holley y Patel, 2005; Basile et al., 2006;
Schelz et al., 2006; Kurtulmus et al., 2009), hongos (Hammer et al., 2002;
Velluti et al., 2003; Serrano et al., 2005; Calvaleiro et al., 2006; Pawar y
Thaker, 2006; Soylu et al., 2006), protozoarios (Monzote et al., 2006),
parasitos (Moon et al., 2006; Priestley et al., 2006), larvas (Hierro et al.,
2004; Pavela, 2005; Morais et al., 2006), lombrices, insectos (Sim et al.,
2006; Park et al., 2006; Chaiyasit et al., 2006; Cheng et al., 2007) y
nematodos (Piedra et al., 2008; Andrés et al., 2012; Ntalli y Caboni, 2012;
Murga-Gutiérrez et al., 2012).

En el Cuadro 3 se hace mencion de la actividad biolégica de los aceites
esenciales de algunas especies de plantas y concentraciones ensayadas.

Cuadro 3. Ejemplos de aplicaciones de los aceites esenciales en la
medicina, medio ambiente, agricultura y alimentos.
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Especies o

componentes
Sideritis italica

Oregano

Cinnamon
Lemongrass

Clavo
Palmarose

Juniperus communis
Juniperus oxycedrus

Juniperus turbinata

Origanum syriacum

Thymbra spicata,
Lavandula stoechas
Rosmarinus
officinalis,
Foeniculum vulgare,
Chenopodium
ambrosioides
Lavandula
angustifolia

Geraniol

Citral,
Citronellol,
Carvacrol,
Eugenol,
Cuminaldehyde

Organismos
patégenos
Helicobacter pylori
Pseudomonas
aeruginosa
Proteus mirabilis
Salmonella
typhimurium
Proteus vulgaris
Fusarium
graminearum

Zearalenona,
deoxinivalenol

Produccion  (grano
de maiz)

Aspergillus niger
Asperqgillus
fumigatus

Aspergillus flavus
Candida albicans

Candida krusei
Candida tropicalis
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Microsporum canis
Microsporum
gypseum
Trichophyton rubrum
Trichophyton
mentagrophytes
Epidermophyton
floccosum
Phytophthora
infestans

(tomate, enfermedad
tizon tardio)

Leishmania
amazonensis
Giardia duodenalis

Trichomonas
vaginalis
Hexamita inflata
Anisakis simplex
(larvae)

Concentraciones

3.9-250 pg/mL

500,100 mg/kg

MIC (hoja) 0.08-10
pL/mL
MIC (baya) 0.32-20
pL/mL
MLC (hoja) 0.08-20
pL/mL
MLC (baya) 0.32-20
pL/mL

0.4-2.0 ug/mL air
6.4, 12.8, 25.6,
51.2 ug/mL

(fase de contacto)

30 mg/kg ratones

0.1%, 1%

3.12, 6.25,
12.50 pg/mL

2N

Fuente

Basile ef al. (2006)

Velluti et al. (2004)

Cavaleiro et al.
(2006)

Soylu et al. (2006)

Monzote et al. (2006)

Moon et al. (2006)

Hierro et al. (2004)



Nepeta cataria,

Thuja occidentalis,
Salvia sclarea,
Thymus mastichina,
Origanum majorana,
Pogostemon cablin,
Mentha pulegium,
Mentha citrata,
Origanum vulgare
Origanum
compactum

Melissa officinalis
Lavandula
angustifolia, etc.
Croton nepetaefolius

Croton
argyrophyloides
Croton sonderianus
Croton zehntneri

44 aceites
esenciales

Apium graveolens,

Carum carvi,
Curcuma zedoatria,
Piper longum,

lllicium verum

11 aceites
esenciales de los
arboles de coniferas
Eucalyptus globulus,

Tagetes patula

Aldehidos y cetonas

Tagetes minuta

Spodoptera littoralis
(larvae)

Aedes
(larvae)

aegypti

Cadra
(Lepidoptera
Pyralidae)
Aedes aegypti (adult)

cautella

Coptotermes
formosanus
(termita)
Hessian fly
Mayetiola destructor
Meloidogyne
arenaria

M. hapla

M. incognita

M. Javanica
Meloidogyne sp.

M. incognita

LC50 10, 20 mL/m3
LD 0.05 uL/larvae

LC50 84 ppm
LC50 102 ppm

LC50 104 ppm

LC50 28 ppm
2.4,4.7 mg/cm2 64.7
mg/L air

5.44-8.83 ug/mg

10 mg/g LC50 2.6
mg/g

2,4, 6, 10, 20 pL/L
air
Nodulacién radicular

Metabolitos

secundarios

Enmienda organica
al 20, 35 y 50 % al
suelo de cultivo de
plantas de C.
annuum limita la
nodulacién radicular.

Pavela, 2005

Morais et al. (2006)

Sim et al. (2006)

Chaiyasit et al.

(20086)

Cheng et al. (2007)

Lamiri ef al. (2001)

Piedra et al. (2008)

Ntali 'y  Caboni
(2012)
Murga-Gutiérrez et
al. (2012)

MIC: Minima Concentracion Inhibitoria, LC: Concentracién Letal, LD: Dosis Letal, MLC:
Concentracién Letal Minima.
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CAPITULOIII.
COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE ALGUNAS
ESPECIES DE Tagetes DEL NORTE Y SUR DE AMERICA

1.13 RESUMEN

La informacion sobre la composicion quimica de algunas de las especies de
Tagetes es escasa, situacion que limita su aprovechamiento como
bioplaguicida; por tal razén, para avanzar en la caracterizacion de este recurso
fitogenético, en el presente trabajo se describe la composicion del aceite
esencial obtenido mediante hidrodestilacion de algunas especies de Tagetes.
Utilizando un procedimiento de CG/MS se determinaron los compuestos
mayoritarios siguientes: anetol (66.9 %), estragol (31.6 %) y anis aldehido (1.5
%) en T. filifolia; trans-tagetona (52.7 %), 4-etil-4-metil-1-hexeno (25.5 %),
verbenona (3.3 %), 1-verbenona (3 %), B-ocimeno (8.6 %), B-linalool (1.2 %) y
cis-tagetona (6.2 %) en T. terniflora; trans-tagetona (33.9 %), 4-etil-4-metil-1-
hexeno (13.8 %), cariofileno (3.1 %), B-ocimeno 16.9 %), trans-ocimeno (3.7
%), cis-tagetona (9.1 %), 1-verbenona (11.7 %) y verbenona (16.5 %) en T.
minuta; trans-tagetona (17.9 %), trans-ocimeno (3.7 %), 1-verbenona (13.9 %),
verbenona (24.3 %), pineno 2,3 epoxy (0.4 %) y 4-etil-4-metil-1-hexeno (39.7
%) en T. zypaquirensis; y trans-tagetona (30.9 %), trans-ocimeno (25.6 %) y
acido valérico (43.4 %) en T. multiflora.

Palabras clave: Metabolitos secundarios, caracterizacion quimica, quimiotipos.
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1.14 ABSTRACT

Information on the chemical composition of some Tagetes species is scarce, a
situation that limits their use as a biopesticide; For this reason, to advance in
the characterization of this plant genetic resource, the present work describes
the composition of essential oil obtained by hydrodistillation of some species of
Tagetes. Using a GC / MS procedure the following major compounds were
determined: anethole (66.9%), estragol (31.6%) and anis aldehyde (1.5%) in T.
filifolia; Trans-tagetone (52.7%), 4-ethyl-4-methyl-1-hexene (25.5%), verbenone
(3.3%), 1-verbenone (3%), B-ocimeno (8.6%), B-linalool 1.2%) and cis-tagetone
(6.2%) in T. terniflora; Trans-ketamine (33.9%), 4-methyl-1-hexene (13.8%),
caryophyllene (3.1%), B-ocimeno 16.9%), trans-ocimeno (3.7%), cis-tagetone
%), 1-verbenone (11.7%) and verbenone (16.5%) in T. minuta; (17.9%), trans-
ocimeno (3.7%), 1-verbenone (13.9%), verbenone (24.3%), pinene 2,3 epoxy
(0.4%) and 4-ethyl- Hexene (39.7%) in T. zypaquirensis; And trans-tagetone
(30.9%), trans-ocimeno (25.6%) and valeric acid (43.4%) in T. muiltiflora.

Keywords: Secondary metabolites, chemical characterization, chemotypes.
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1.15 INTRODUCCION

Los productos de las plantas aromaticas y medicinales se han utilizado
ampliamente desde tiempo atras (Lahlou, 2004), siendo las familias Asteraceae,
Apiaceae y Lamiaceae las mas importantes desde el punto de vista de la
produccion de aceite esencial y su actividad biologica (Bernath, 2009). Para el
caso de la familia Asteraceae representada por 1, 911 géneros y 32, 913 especies
(List, 2015) se conoce que cuando menos, 400 de ellas pueden comportarse como
arvenses o ruderales, sobre todo de los géneros Simsia, Tithonia, Bidens,
Viguiera, Tagetes, Eupatorium, Melampodium, Sclerocarpus, Tridax, Conyza,
Ambrosia y Verbesina; la actividad biologica de las plantas de esta familia botanica
se debe a la presencia de compuestos activos caracteristicos como alcaloides,
monoterpenos, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos, limonoides, aminas
insaturadas, benzopiranos y terpenoides (Simmonds et al., 1992). Sin embargo,
las investigaciones en México sobre arvenses y ruderales, que también pueden
ser plantas aromaticas con importante actividad biologica, han sido escasas
(Toledo 1988; Rzedowki, 2006), entendiendo que las plantas en general
representan una enorme reserva de compuestos biolégicamente activos contra
enfermedades (Balick y Cox, 1996) y plagas (Simmonds et al., 1992; Stoll, 2000).

Dentro de la familia Asteraceae, esta el género Tagetes que, junto con
Asteraceae, aparecieron en el Continente Americano hace 65 millones de afos
(Turner, 1997). Hasta ahora se han referido 53 especies distribuidas en el
Continente Americano desde el suroeste de Estados Unidos hasta el sur de
Argentina (List, 2015), la mayoria de las cuales se localizan en México (Turner
1996); gran parte de ellas son aromaticas debido a la presencia de aceites
esenciales en toda la planta (Poli et al., 1995). La composicion quimica del género
Tagetes varia entre especies, diversidad quimica que esta determinada
genéticamente y modulada ambientalmente (Marotti et al., 2004), ademas de que
cada tipo de compuestos se acumula en o6rganos especificos de la planta

(Piccaglia et al., 1997), factor relacionado con la presencia y cantidad de
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compuestos encontrados; otros factores como el habitat de la planta (Karousou et
al., 2005), la etapa fenolodgica, la composicion del suelo y la fertilizacidn mineral
influyen en el contenido de compuestos, aun entre plantas de la misma especie
(Macias y Galindo, 2001). En los ultimos afos, muchas especies y quimiotipos del
género Tagetes se han reevaluados como fuentes de diferentes clases de
metabolitos secundarios bioldgicamente activos (Green et al., 1993), numerosos
trabajos hacen referencia a sus componentes fitoquimicos (Downum y Towers,
1983; Caceres et al.,, 1992; Hernandez et al., 2006) y recientemente en México
varias especies de Tagetes estan siendo objeto de investigaciones sobre
conservacion, caracterizacion y aprovechamiento, especialmente para el

desarrollo de bioplaguicidas (Serrato, 2014).

Las especies de Tagetes presentan una gran variabilidad que no se ha estudiado
ampliamente, se distribuyen en los lugares mas diversos de la geografia de
América, aspecto que tampoco se ha estudiado suficientemente (Serrato, 2014).
Los trabajos que abordan la variabilidad de las especies aromaticas son pocos.
Zygadlo et al. (1993) y Keita et al. (2000) reportan variaciones en la composicion
de aceite esencial de T. minuta asociada con la diversidad de habitats de origen
de las muestras y se ha confirmado la existencia de quimiotipos (Gil et al., 2000).
Serrato-Cruz et al. (2008) también reportan la existencia de quimiotipos en T.
filifolia. Esta relacion quimico-ambiental se ha encontrado en otras especies como
Artemisia judaica (Putievsky et al., 1992) y en Mentha haplocalyx (Chou y Zhou,
1998).

En Mesoamérica se aprovecharon especies de Tagetes con fines medicinales,
ornamentales y ceremoniales en la época prehispanica (Kaplan, 1960; Neher,
1968; Estrada, 1986; citados por Serrato, 1999). En paises como Argentina, Chile,
Peru, Bolivia y Colombia, a estas plantas todavia se les usa en la medicina
tradicional o para preparar alimentos y dar sabor (T. minuta y T. terniflora) y aroma
(Ulloa, 2006). En Ecuador, Tagetes filifolia y T. terniflora se usan como aditivos
alimenticios (De la Torre et al., 2008), también se usan para teiir prendas de vestir
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como es el caso de T. minuta (color marron) y T. filifolia (color amarillo); y con anis
(T. filifolia) se prepara una bebida alcohdlica y se da sabor a la chicha y a la
humita (Bertero et al., 2009).

En la actualidad se busca obtener mas aplicaciones de estas plantas por sus
propiedades quimicas. Especificamente se esta trabajando con el aceite esencial
y la parte acuosa de la destilacion para aprovechar sus compuestos quimicos
como bactericidas (T. patula) (Wan et al., 2015), antitripanosomal (7. caracasana,
T. zyparquirensis y T. heterocarpa) (Escobar et al., 2009); bioplaguicidas (T.
caracasana y T. zypaquirensis) (Barrientos et al., 2012) por su efecto biolégico
contra hongos y nematodos (Tariq et al., 2010).

Los bajos costos de produccion del aceite esencial de esta especie (Serrato, 2003)
y Su origen organico, representan una opcion economica y ecoldgica importante
comparada con productos insecticidas de origen sintético, los cuales, ademas de
ser fuente de contaminacion ambiental y de dafo a la salud humana, parcialmente
son causa de que los sistemas de produccion agricolas sean incosteables,

particularmente para agricultores de recursos econdmicos limitados.

En el presente capitulo se plante6 el objetivo de identificar los compuestos
quimicos en el aceite esencial de especies de Tagetes originarios del norte y sur
de América, con la finalidad de contribuir al conocimiento de la fitoquimica de este
recurso natural y valorar posibles implicaciones en el desarrollo de nuevos

productos sustentables en agricultura y medicina.

1.16 METODOLOGIA

1.16.1 Recoleccion del material biolégico

Los materiales del género Tagetes que se trabajaron, los proporcioné el Dr. Miguel
Angel Serrato Cruz, profesor-investigador de la Universidad Auténoma de
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Chapingo. ademas de identificarlos de manera independiente a este trabajo. Las
plantas de T. minuta, T. terniflora, T. multiflora, T. zypaquirensis y T. filifolia se
establecieron en los invernaderos de Campo Experimental de la Universidad
Auténoma Chapingo, y posteriormente se colecto para la extraccion de aceites

esenciales.

1.16.2 Extraccion de aceite esencial

El tejido fresco de laparte aérea de la planta de cada uno de los materiales T.
minuta, T, filifolia, T. terniflora, T. multiflora y T. zypaquirensis, por separado, se
corto en trozos de 3 cm y llevaron a destilacion en un equipo Clevenger (Gunther,
1948). El material picado (1 kg) se colocé en un matraces de bola de 5,000 mL de
capacidad con 1.5 L de agua conectados en serie. El matraz se coloco sobre una
fuente de calor, asi, el vapor generado arrastré los compuestos solubles e
insolubles y una vez condensado al pasar por el sistema de refrigeracion por
donde circulaba agua fria (medio refrigerante) ocurrié un proceso de condensacion
y origino la precipitacion de pequefas gotas liquidas que caian en un embudo de
separacion, quedando el aceite en la parte superior y el residuo acuoso en la parte
inferior, ambos productos fueron almacenados en frascos ambar. En el caso de T.
minuta se extrajo aceite de diferentes érganos de la planta.

1.16.3 Determinacién de compuestos quimicos

La identificacion de los componentes de las poblaciones de Tagetes se hizo por
cromatografia de gases con detector de masas (Adams, 2001), mediante un
cromatografo de gases CG 7890A (Agilent Technologies, USA) acoplado a un
detector selectivo de masas 5975C Inert MSD con un detector triple eje (Agilent
Technologies, USA), con ionizacién por impacto eléctrico (IE) de 70 eV. Se utilizo
una columna HP-5ms® (California, USA), empacada con 5 % difenil-95 %
dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm @ x 0.25 ym). Las temperaturas del inyector y
del detector se mantuvieron a 250 y 280 °C, respectivamente, y se alcanzaron a
una velocidad de 10 °C min™. La temperatura del horno se inicié en 70 °C, se

mantuvo asi 1 min y se programoé para alcanzar las temperaturas y la velocidad
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antes sefaladas. La velocidad de flujo del gas acarreador (helio) se mantuvo a 1
mL min”. Muestras diluidas (1/100) se inyectaron en acetona (v/v) de 1 pL,
manualmente en modo “Split” automatico (para diluir), mediante un inyector 7683D
(Agilent Technologies, USA).

Los datos de abundancia relativa se obtuvieron a partir del porcentaje de area de
los picos cromatograficos. Se consideraron como compuestos mayoritarios
aquellos con mas de 5 % de abundancia relativa (Mora et al., 2009) y elementos
traza aquellos con menos de 5 % de abundancia relativa. El intervalo de masas
detectado fue de 35 a 500 m/z. Para calcular los indices de Kovats se usaron
como referencias los compuestos n-Alcanos, n-octano (Cg Hig) y n-octadecano
(C1s Hsg). La identificacion de los componentes se realizé por comparacion de los
indices de retencidn relativa, mas los espectros de masas comparados en la base
de datos NIST 05 del sistema GC-MS (National Institute of Standard and

Technology) y con los datos espectrales publicados por Adams, (2001).

1.17 RESULTADOS Y DISCUSION

Los tiempos de retencién de las moléculas mayoritarias en el aceite esencial se
presentaron desde 4.4 hasta 10.6 mins. Los compuestos mayoritarios en T. filifolia
fueron: anetol (66.9 %), estragol (31.6 %) y anis aldehido (1.4 %). En T. terniflora
se encontraron frans-tagetona (52.7 %), 4-etil-4-metil-1-hexeno (25.5 %),
verbenona (3.3 %), 1-verbenona (3 %), B-ocimeno (8.6 %), B-linalool (1.1 %) y cis-
tagetona (6.2 %). En T. minuta se identificaron trans-tagetona (33.9 %), 4-etil-4-
metil-1-hexeno (13.8 %), cariofileno (3.1 %), B-ocimeno 16.9 %), trans-ocimeno
(3.7 %), cis-tagetona (9.1%), 1-verbenona (11.69%) y verbenona (16.5 %). Para T.
zypaquirensis estuvieron presentes frans-tagetona (17.8 %), trans-ocimeno (3.7
%), 1-verbenona (13.8 %), verbenoana (24.3 %), pineno 2,3 epoxy (0.4 %)y 4-
etil-4-metil-1-hexeno (39.6 %). Finalmente, en T. multiflora se detectaron trans-
tagetona (30.9 %), trans-ocimeno (25.6 %) y acido valérico (43.4 %). Los

metabolitos secundarios en T. filifolia, anetol y estragol, corresponden a
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fenilpropanoides, ademas anis aldehido, compuesto que no se habia reportado
para esta especie. En las otras especies los metabolitos encontrados se tratan de

terpenos.

Los resultados obtenidos dan idea de la variabilidad interespecifica que existe en
cuanto al tipo de compuesto quimico y concentracion asociados con el area

geografica en que habitan tales especies.

Los compuestos quimicos mayoritarios presentes en las muestras analizadas
previamente se han reportado. Anetol y estragol en T. filifolia (Maestri et al., 1991);
tagetona, dihidrotagetona, ocimeno y ocimenona en T. terniflora; tagetona y
dihidrotagetona en T. minuta (Chamorro et al., 2008); dihidrotagetona en T.
zypaquirensis (Escobar et al., 2009); y tagetona, ocimenona y tagetenona en T.
multiflora (Pichette et al., 2005). Cabe mencionar que para T. minuta y T.
zypaquierensis, los compuestos dihidrotagetona fue extraido en etapa vegetativa
de la planta, es decir antes de la floracidn, y en floracion ya no se obtuvo este
compuesto (Chamorro et al., 2008; Escobar et al., 2009).

Sobre la variabilidad de los aceites esenciales (Figuras 3, 4, 5 y 6) se observan
varias tendencias: a) especificidad de moléculas y abundancia, segun el taxén, por
ejemplo, en T. filifolia el mayor porcentaje fue anetol y estragol (fenilpropanoides) y
en T. zypaquirensis terpenos como frans-tagetona, verbenona, 1-verbenona,
trans-ocimeno, pineno 2,3 epoxy y 4-etil-4-metil-1-hexeno (Figuras 3 y 6); b)
compuestos que se presentan en una poblacion de una especie, no se producen
en otra como en T. minuta (trans-tagetona presente en la poblacion B pero no en
la poblacion E; frans-ocimeno presente en E pero no en las poblaciones B e |; y
cariofileno, presencia en | pero no en las otras dos) y T. terniflora (verbenona y 1-
verbenona, presente en Te y no en poblaciones D y G) (Figuras 4 y 5). Para
multifiora se observa la presencia de tres compuestos mayoritarios que son trans-
tagetona (30.9%) y trans-ocimeno (25.6%), que corresponden a terpenos; y acido

valérico (43.4%), que corresponde a un acido graso (Figura 7).
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Las tendencias antes presentadas se explican en otros trabajos (Giorgi et al.,
2005; Badoni et al., 2009; Sarvari, 2009; Mahzooni et al., 2012; Mahzooni-Kachapi
et al., 2014), sehalando que en diferentes especies destacan que el contenido de
aceite esencial interactua con la ubicacion geografica, aseverando que entre
individuos de una misma especie, los componentes quimicos, en algunos casos,
varian en concentracion y en otros desaparecen unos y aparecen otros a medida
que varia la altitud en la que se desarrollan por ejemplo. En T. filifolia la
variabilidad de compuestos en el aceite esencial esta en funcién de las diferentes

areas fitogeograficas de Argentina (Maestri et al., 1991).

Las diferencias presentadas en composicion quimica, se pueden deber a varios
factores, por lo que es casi imposible lograr dos aceites esenciales idénticos
(Bandoni et al., 2009). Como resultado del grado de sensibilidad analitica con que
se trabaje, siempre se podra encontrar alguna diferencia entre dos partidas de un
mismo aceite esencial, por la época de cosecha, el aho, el método de extraccion,
las condiciones de almacenamiento. De igual forma, variables como las
condiciones geobotanicas, tipo de suelo, época de recoleccion y edad de la planta
(Albado et al., 2001; Contreras et al., 2003; Bandoni et al., 2009), entre otros.
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Es l6gico entonces pensar en la dependencia de la calidad de un aceite esencial
con multiples variables intrinsecas (genéticas, biosintéticas) (Salgueiro et al.,
2000) y extrinsecas (clima, suelo, radiacioén solar, requerimiento hidrico, momento
de cosecha del material vegetal y fundamentalmente la técnica utilizada para su
obtencion) (Figueiredo et al., 2008; Da Porto et al., 2009).

Los compuestos encontrados corresponden al grupo quimico de los monoterpenos
(B-ocimeno, trans-tagetona y cis-tagetona), sesquiterpenos (cariofileno) (Maffei,
2010; Huang et al., 2012; Huang et al., 2012; Polo et al., 2013; Lange y Ahkami,
2013;) y fenilpropanoides (anetol y estragol). Para el caso de los monoterpenos,
se conoce que son las moléculas mas representativas que constituyen el 90 % de
los aceites esenciales (Bakkali et al., 2008) y son productos tipicos sintetizados en
las hojas, mientras que los sesquiterpenos se encuentran presentes en las

fragancias florales (Dudareva et al., 2006).

Los monoterpenoides contenidos en los aceites esenciales en las plantas tienen
funciones de adaptacion al medio como proteccion contra organismos (Wink,
1988) o como importante atrayente de polinizadores (Fabiane et al., 2007);
ademas, tienen actividad antimicrobiana en Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Bonikowski et al., 2009), con
efecto toxico contra escarabajos (Tribolium confusum y Dendroctonus rufipennis)
(Tunc y Erler, 2003; Wallin y Raffa, 2004), trips (Frankliniella occidentalis)
(Janmaat et al., 2002) y afidos (Webster et al., 2008), y efecto repelente contra
mosquitos e insectos (Park et al., 2003). En el caso de los sesquiterpenos pueden
presentar actividad herbicida (Abdelgaleil et al., 2009) e insecticida contra larvas y
adultos (Goénzalez et al., 1993; Gonzalez-Coloma et al., 1995; Miyazawa et al.,
2000). Monoterpenos y Sesquiterpenos pueden tener actividad biolégica contra
nematodos (Marotti et al., 2010)

El B—pineno es otro compuesto no registrado en Tagefes que podria ser

considerado un quimiotipo o raza quimica, del cual no se tiene antecedente sobre
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posibles efectos biologicos, lo cual sugiere estudios sobre su actividad biolégica.
Ya se han citado a-thujeno y o—pineno para Tagetes, que contribuyen a las
propiedades antimicrobianas del aceite contra Artemia salina, Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella thyphi (Senatore et al., 2004; De Feo et al., 2005).

El compuesto B-ocimeno tiene propiedades anti-bidticas, anti-inflamatorias y anti-
oxidantes, también tiene resistencia contra patogenos y protege a las plantas
contra insectos plaga (Koul et al., 2008; Adorjan y Buchbauer, 2010).

Los compuestos cariofileno, B-mirceno y linalool, presentan efecto insecticida
contra larvas de mosquitos (Jaenson et al., 2006) y también como nematicida
(Duke, 2009). El B-cubebeno presenta actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli (Bezic et al., 2005).

La presencia de tagetona es importante para realizar estudios de toxicidad; este
compuesto ejerce efecto bioldgico contra plagas y enfermedades (Saavedra et al.,
2002; Stefanazzi et al., 2006) y es un componente del aceite esencial de otras
especies de Tagetes (Cropwatch, 2006). El metabolito tagetona pertenece a la
serie de los monoterpenos no ciclicos que, junto con otros compuestos como la
dehidrotagetona y la ocimenona registrados para Tagetes (Cropwatch, 2006)
confieren el olor primario a la mayoria de las especies aromaticas de ese género

cuando se frotan o rompen hojas, tallos o cabezuelas (Cropwatch, 2006).

El compuesto 4-etil-4-metil-1-1hexeno y el acido valerico son compuestos no
reportados anteriromente para especies de Tagetes.

Sin duda alguna, los resultados sugieren ensayos toxicolégicos contra diferentes
organismos dada la amplia diversidad y variabilidad de metabolitos secundarios,
asi como estudios agrondmicos para optimizar produccion de biomasa asociada

con rendimiento de aceite esencial.
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En este estudio también se determind la composicién quimica del aceite esencial
de T. minuta extraido de diferentes partes de las plantas establecidas en campo

provenientes del Estado de Sonora (Figura 8).

PARTE ALTA

PARTE MEDIA ALTA

PARTE MEDIA BAJA

PARTE BAJA

Figura 8. Partes de T. minuta de las que se realizO la extraccion de aceite
esencial.

En la parte aérea (cabezuelas) se identificarion seis compuestos (Figura 9), en
tallo y hojas siete compuestos (Figura 10) y en la planta completa siete
compuestos mayoritarios (Figura 11). De tallo y de raiz no se obtuvo aceite

esencial.
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Figura 9. Cromatograma del aceite esencial de la parte alta de la planta de T.
minuta (Tiempo eje X (min) vs abundancia eje Y).
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Figura 10. Cromatograma del aceite esencial de la parte media alta de la planta de
T. minuta (tiempo eje X (min) vs abundancia eje Y).
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Figura 11. Cromatograma del aceite esencial de la planta completa de T. minuta
(Tiempo eje X (min) vs abundancia eje Y).

El rendimiento de aceite esencial fue 1.4 % (de 2.2 kg de material vegetal fresco)
en cabezuelas, 0.7 % en tallo-hoja (de 2.2 kg de material vegetal fresco) y
0.0004% de la planta completa (de 11 kg de material vegetal fresco). Los
compuestos en cabezuelas (parte alta) fueron: trans-tagetona (43.5 %), p-ocimeno
(21.4 %), 1-verebenona (21.3 %), verbenona (5.8 %), 4-etil-4metil-1-hexeno (5.1
%), y D-limoneno (3 %). En hoja-tallo (parte media alta) se encontraron los
compuestos tras-tagetona (45.3 %), 4-etil-4metil-1-hexeno (14.3 %), p-ocimeno
(11.8 %), 1-verbenona (8.9 %), cis-tagetona (8.8 %), D-limoneno (6.3 %) y
verbenona (4.6 %). En la planta completa se hallaron: verbenona (45.2 %),
verbenona (20 %), trans-tagetona (38.6 %), p-ocimeno (10.7 %), 4-etil-4metil-1-
hexeno (9 %), y cis-tagetona (4.2 %). Los compuestos comunes fueron frans-
tagetona, p-ocimeno, verbenona, 1-verbenona y 4-etil-4metil-1-hexeno pero en

diferente concentracion (Figura 12).
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Figura 12. Composicion quimica del aceite esencial de diferentes partes (parte
alta, parte media alta) y planta completa de T. minuta.

Varios estudios sobre T. minuta muestran que hay variaciones en la composicion
de aceite esencial de acuerdo con el lugar de cosecha (Zygadlo et al., 1993; K¢ita
et al., 2000), la etapa de crecimiento (Daghero et al., 1996) y las diferentes partes
de la planta (Weaver et al., 1994). Estas consideraciones, en el transcurrir de
millones de afios de adaptacion-evolucion han originado quimiotipos dentro de la
especie (Gil et al., 2000). El control de calidad de los aceites esenciales debe
tomar en cuenta esta informacion basica para el desarrollo de bioplaguicidas, toda
vez que se vislumbren posibilidades de uso segun evaluaciones toxicoldgicas

contra plagas enfermedades.

1.18 CONCLUSIONES

En el aceite esencial de las especies de Tagetes se encontraron fenilpropanoides
y terpenos con variabilidad en tipos de moléculas y abundancia en el ambiente en

el que se evaluaron.
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La produccion de compuestos quimicos de los aceites esenciales de T. minuta
varian en cantidad y tipo de compuesto segun la partes de la planta.
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CAPITULO IV.
CARACTERIZACION MOLECULAR DE ESPECIES DE Tagetes
ORIGINARIAS DE SUDAMERICA

1.20 RESUMEN

Diez iniciadores ISSR se utilizaron en poblaciones de Tagetes filifolia, T. terniflora,
T. minuta, T. zypaquirensis y T. multiflora. El objetivo del analisis fue evaluar el
polimorfismo entre genotipos y caracterizarlos. Los iniciadores ISSR permitieron
elaborar dendrogramas que sefalan la relacion de parentesco entre los
ejemplares analizados a través de bandas conservadas, asi como mutaciones de
bandas variables que podrian ser causadas por factores medio-ambientales,
ademas el polimorfismo seguramente causado por mutaciones o posible
hibridacion. En las cinco especies Tagetes de Sudamérica se detectaron 194
bandas totales, de las cuales 193 bandas presentan 100 % de polimorfismo,
indicando alta diversidad genética en el material estudiado. Ademas la estadistica
PhiPT para diversidad genética, se observa un 55 % de variacién entre las
especies de Tagetes minuta, T. filifolia, T. terniflora 'y T. zypaquirensis; y un 45 %
de variaciéon entre poblaciones de la misma especie.

Palabras clave: Variabilidad genética, perfil molecular, ISSR, polimorfismo.
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1.21 ABSTRACT

Ten ISSR primers were used in populations of Tagetes filifolia, T. terniflora, T.
minuta, T. zypaquirensis and T. multiflora. The objective of the analysis was to
evaluate the polymorphism between genotypes and to characterize them. The
ISSR initiators allowed to elaborate dendrograms that indicate the relation of
kinship between the analyzed individuals through conserved bands, as well as
mutations of variable bands that could be caused by environmental factors,
besides the polymorphism probably caused by mutations or possible hybridization.
In the five Tagetes species of South America, 194 total bands were detected, of
which 193 bands presented 100% polymorphism, indicating high genetic diversity
in the studied material. In addition to the PhiPT statistics for genetic diversity, there
is a 55% variation between the species of Tagetes minuta, T. filifolia, T. terniflora
and T. zypaquirensis; And 45% variation among populations of the same species.

Keywords: genetic variability, molecular profile, ISSR, polymorphism.
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1.22 INTRODUCCION

Especies nativas de Tagetes de Sudameérica estan distribuidas a lo largo de la
Cordillera de los Andes, entre los 2000-3500 msnm, a diferencia de las especies
introducidas y domesticadas como son T. erecta y T. patula que abarcan un rango
de distribucion de 0-3000 msnm, lo que corresponde a Regiones Costa, Sierra,
Amazonica e Insular (Tropicos, 2015). Muchas de las especies de Tagetes son un
recurso etnobotanico, el cual tiene usos ancestrales que hasta la actualidad se los
aplica a nivel local en comunidades indigenas de la regién Andina. Los Tagetes
filifolia y T. terniflora se usan como aditivos alimenticios (De la Torre et al., 2008).
T. minuta (color marron) y T. filifolia (color amarillo) se usan para tefiir prendas de
vestir; pero también los usos de este género se expanden a bebidas alcohdlicas
por ejemplo una de ellas se prepara con anis (7. filifolia) y se da sabor a la chicha
y a la humita (Bertero et al., 2009).

Para que los materiales genéticos puedan ser intercambiados, e incluso
conservados en un banco de germoplasma, es necesaria su correcta clasificacion
e identificacion, con el proposito de evitar duplicados el momento de la seleccion
de un material determinado, asi como para mantener un rango adecuado de
diversidad genética, ya que el principal objetivo de la conservacion es dar un uso
adecuado y oportuno del recurso fitogenético.

Los métodos biotecnolégicos como los marcadores moleculares, pueden ser de
gran ayuda para un manejo adecuado de esta biodiversidad (Castillo, 1996). La
variabilidad en caracteres morfologicos es el procedimiento clasico para evaluar la
diversidad genética; en muchas especies vegetales, especialmente en cultivos
anuales, ha sido la herramienta principal usada por los fitomejoradores. Sin
embargo, con la tecnologia de marcadores moleculares se ha desarrollado una
nueva alternativa para que los recursos genéticos puedan evaluarse vy

caracterizarse al nivel de su ADN (Lanaud y Lebot, 1995).
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Existe escasa informacion referente a caracterizacion molecular de especies de

Tagetes para la conservacion de este recurso etnobotanico.

1.23 MATERIALES Y METODOS

1.23.1 Recoleccion del material biolégico

Los materiales del género Tagetes que se trabajaron, los proporcioné el Dr. Miguel
Angel Serrato Cruz, profesor-investigador de la Universidad Auténoma de
Chapingo, ademas de identificarlos de manera independiente a este trabajo. Las
plantas de T. minuta, T. terniflora, T. multiflora, T. zypaquirensis y T. filifolia se
establecieron en los invernaderos del Campo Experimental de la Universidad
Auténoma Chapingo, y posteriormente se colecto para la extraccion de ADN.

1.23.2 Extraccion de ADN

El material vegetal se lavo con alcohol 70 %, se escurrié en papel secante y se
pesaron 0.6 g. La muestra se moli6 en un mortero con nitrégeno liquido hasta
obtener un fino polvo. Con una espatula se transfirid al microtubo que contenia el

amortiguador precalentado y se mezclo.

Se colocaron los tubos en el termoblok a 65 °C durante 20 min, luego se retiraron
y se afadieron 200 uL de acetato de potasio 5 M, se centrifugd a 12000 g, durante
20 min.

Transcurrido los 20 mins se transfird a otro microtubo de 1.5 mL y se agreg6 un
volumen del doble de la muestra de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agito
por 2 mins y posteriormente se centrifugd a 12,000 xg durante 5 mins. La fase
acuosa (superior), se colocé en otro microtubo y se agregaron 500 pL de
isopropanol frio, y se dejoé reposar a -20°C durante 30-60 mins. Después se
centrifugé a 8,000 xg por 5 mins, se decantd el sobrenadante cuidadosamente
para no perder el precipitado y se escurrio sobre una toalla sanita para luego
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disolver la pastilla en 700 pL de TE. Se dejo toda la noche a 4 °C para que se

disolvieran los acidos nucléicos.

Al dia siguiente se agregé 8 uL de RNasa a 250 ug mL™", para eliminar el ARN,
luego 70 pL de acetato de sodio 3 My 700 uL de isopropanol frio y se agité por
inversion hasta que se obtuvo el precipitado de ADN y se colocé a -20 °C durante

30 mins.

Luego se centrifugd a 8,000 xg durante 10 mins, se decanté cuidando de no
perder el ADN, se agregaron 500 pL de etanol al 70 % (grado reactivo).
Posteriormente se centrifugd a 8,000 xg durante 10 mins. Finalmente se decantd y

escurrio sobre una toalla sanita, y se disolvio en 50-100 yL de TE.

1.23.3 Cuantificacion y calidad del ADN

La cuantificacion del ADN se realizé usando el NanoDrop, donde se colocaron 2
uL del ADN extraido y se determind la relacion 260/280 para evaluar la pureza de
la muestra y la concentracion de ADN en ng uL™".

1.23.4PCR

Para la PCR se preparo la mezcla de reaccion siguiente (Cuadro 5):

Cuadro 4. Reactivos para la PCR (para una reaccion).

Reactivos [Inicial] [Final] 1 Reaccion (1x, 25 pl)
Agua - - 5.2 uL
Mexcla de dNTP’s 500 uM clu 200 uyM 10.0
Amortiguador 10x 1x 25

MgCl, 50 mM 3.0 mM 1.5
Iniciador 10 ng/pL 30 ng 3.0

ADN Tagq pol. 5U-uyL" 1.5 Ulreaccion 0.3

ADN 10 ng-pL’ 25 ng 2.5

*Para 17 muestras
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Las muestras se amplificaron usando el programa ISSR establecido previamente
en el termociclador (Cuadro 6):

Cuadro 5. Programa para PCR para marcadores moleculares ISSR.
T°C Tiempo Ciclos

Predesnaturalizacion: 93 1 min 1
Desnaturalizacion 93 20 seg
Alineamiento * 1 min 40
Extension 72 20 seg
Extension final 72 6 min 1
Enfriamiento 10 0 -

La temperatura (T°) de alineamiento varia dependiendo del iniciador (Cuandro 6).

1.23.5 Analisis de agrupamiento.

La matriz que se realizé a partir de las bandas obtenidas de la amplificacion se
fundamenta en la ausencia y presencia de los fragmentos amplificados (bandas),
donde el valor 1 se utiliza como variable para registrar la presencia y el valor 0
para registrar la ausencia. La ausencia de bandas significa que dichos
microsatélites son recesivos y por alguna modificacion en su secuencia, no fueron

amplificadas.

Una vez que se genero la matriz de datos, el archivo se carg6 en el programa
FreeTree y mediante un analisis de Neighbor Joining, se construyo un
dendograma que muestra las relaciones de parentesco de los materiales

analizados (Schliep, 2011).

Las bandas de cada marcador de ISSR se registraron como caracteres cualitativos
para su presencia (1) o ausencia (0) y se cre6 una matriz binaria. También se
calcularon el numero de alelos y el numero de alelos unicos (alelos con una
frecuencia inferior al 5%) para cada locus. Se utiliz6 Power Marker 3.25 (Liu y
Muse 2005) para determinar el valor de contenido de informacion de polimorfismo
promedio (PIC) para cada par de cebadores, y el indice de marcador (Ml) se
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calculé como: Ml = no. De los alelos x PIC.

La similitud genética entre accesiones se calculo sobre la base del coeficiente de
datos utilizando el subprograma SIMQUAL NTSY Spc 2.210 (Rohlf 2002). EIl
analisis de cluster se realizé utilizando el método de la media aritmética del grupo
de pares no ponderado (UPGMA) en el subprograma NTSYSpc SAHN. El analisis
de coordenadas principales (PCoA) basado en la matriz de similitud genética se
realizé utilizando GenAlEx 6.501 (Peakall y Smouse 2012). PCoA se utilizé para

visualizar distancias genéticas entre accesiones y especies.

1.24 RESULTADOS

1.24.1 Polimorfismo ISSR

De los diez marcadores de ISSR analizados en el presente estudio, nueve loci
generaron productos de amplificacion reproducibles, claros y distintos, y todos los
loci polimérficos. Mientras tanto, el marcador (UBC 840) mostro bajo porcentaje de
polimorfismo y bajo numero de bandas. Un total de 194 bandas se detectaron, de
las cuales 193 presentaron 100 % de polimorfismo. Los valores medios de PIC
variaron de 0.279 (PI01) a 0.337 (LOL2), con un promedio de 0.2314 para todos
los loci analizados. Los valores de MI para ISSR loci varié de 3.908 (P101) a 7.745
(LOL2), con un promedio de 6.740 (Cuadro 7).

Cuadro 6. Lista de marcadores ISSR usados en el analisis, numero de alelos y
valores de PIC y MI obtenidos para cada primer.
Iniciador Secuencia Tm° NBT NB %P RP PIC Mi

P
ISSR3* (GA)sCTC 58 22 22 100 11.714 0.334 7.347
ISSR5" (AC)sCTA 56 20 20 100 8.714 0.313 6.255
ISSR6* (AC)CTG 58 21 21 100 8.286 0.289 6.061
ISSR7% (AG)sCTG 58 24 23 958 11.571 0.328 7.540
UBC 848 (CA)BAGG 54 21 21 100 10.286 0.332 6.980
LOL 2° (CT)sGC 56 23 23 100 11.571 0.337 7.745
P101¢ (CA)AGCT 48 14 14 100 5.857 0.279 3.908
P102¢ (CA)BAGG 48 22 22 100 11.286 0.331 7.276
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P103¢ AGCT(GACA); 48 27 27 100 10.286 0.280 7.551

Total 194 193 99

@Bojinov and Danailov (2009)

® Gonzalez-Guzman et al. (2009)
¢ Marotti et al. (2007)

4 Vargas-Ponce (2007)

1.24.2 Diferencias de Genotipos, diversidad genética y analisis de
conglomerados

Los nueve loci ISSR amplificaron diferente numero de alelos que oscilaron entre
20 a 27, con un promedio de 23.5 por accesién. El coeficiente estimado entre las
accesiones vario de 0,097 (las accesiones mas distanciadas fueron T. filifolia 2 y
T. minuta 3 a 0.8; y las accesiones mas similares fueron T. zypaquirensis 3 'y 4), lo
que indica una alta diversidad genética en el material estudiado, y estas relaciones
se apoyaron con el analisis de conglomerados (Figura 13).
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Figura 13 Dendrograma de 15 accesiones de Tagefes obtenidos a partir de

marcadores ISSR usando el coeficiente de Nei and Li/Dice y como método de
agrupamiento UPGMA. Los numeros de los nodos indican el porcentaje obtenido.

El dendrograma UPGMA permitié apreciar cinco grupos relacionados A, B, C,D y
E (Figura 13); y un grupo externo (outgroup). El criterio para realizar el corte del
Dendrograma y clasificar los clados fue biologico, de esta manera se separa
claramente las especies de T. zypaquirensis (grupo A), T. multiflora (grupo B), T.
filifolia (grupo C), T. minuta (grupo D), y T. terniflora (grupo E).

1.24.3PCoA

El analisis multivariado PCoA (Cuadro 7; Figura 14) se utilizé con la finalidad de
confirmar el resultado anterior (Figura 13). En el Cuadro 7 se aprecia que PCoA
reveld que en los ejes 1 y 2 hay un porcentaje de variablididad acumulada del
68.79% y en los tres un porcentaje de variablididad acumulada del 81.41%.
Ademas, el grado de diferenciacion genética entre las diferentes especies
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representadas con mas de una adhesion se cuantificd con el analisis PCoA.

Cuadro 7. Porcentaje de variacion explicada por los 3 primeros ejes.

Ejes 1 2 3
% 42.09 26.70 12.62
Cum % 42.09 68.79 81.41

En el diagrama de coordenadas principales (Figura 14) se aprecia la distribucion
de las accesiones en un plano de dos ejes, segun el criterio de la variabilidad
existente entre ellos. Este analisis se realiz6 para fortalecer el resultado ya
obtenido con el dendrograma (Figura 13). La especie multiflora no se incluyé en el
diagrama de coordenadas principales ya que el porgrama no acepta poblaciones

con un solo individuo para el analisis.

Principal Coordinates (PCoA)

® T.zypaguirensis4
o ! "ﬁ%ﬁ&zgﬂsv@l&ﬁa?ﬂA

@ T.zypaquirénsis
[9\}
=]
=
(=]
=} o T lginuta3
o Tominutat
€ T.minuta2
OO T Terwmififlam2
@ T.ternifloral . )
& WfilifokiditoliaB
filifolja

Coord. 1

Figura 14. Analisis de coordenadas principales de poblaciones de cinco especies
de Tagetes con base en el analisis por marcadores ISSR.

Los resultados mostraron que las especies T. zypaquirensis y T. filifolia se
distancian de las especies restantes (Figura 14). Las especies de T. minuta 'y T.
terniflora, por el contrario, se mantienen separadas pero con una relacibn muy

estrecha como se observa tambien en la Figura 13. Estas se distribuyeron
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alrededor del centro de la grafica con separacion clara y mostraron una
constitucion gendémica comun entre poblaciones, pero diferente respecto a las
otras especies. Estos resultados confirman la idea de la necesidad de revisar los
limites entre las especies de Tagetes.

1.24.4 AMOVA

En el Cuadro 8 de la estadistica AMOVA para diversidad genética, se observa la
que existe un 55% de variacion entre poblaciones (diversidad genética), y un 45%

de variacion genética dentro de una misma poblacion.

Cuadro 8 Resumen de AMOVA

Source df SS MS Est.Var. %
Among Pops 3 244045 81.348 20.144 55%
Within Pops 9 146.417 16.269 16.269 45%
Total 12 390.462 36.412 100%
Stat Value P(rand >= data)
PhiPT 0.553 0.001

Ademas, ya que PhiPT>0 (Cuadro 8) se acepta la hipdtesis alternativa (existe
variacion genética), y se puede aseverar que hay diferencia genética entre las

poblaciones y entre las especies.

1.25 DISCUSION

1.25.1 Polimorfismo ISSR en Tagetes

En relacion con el al numero de individuos seleccionado para realizar este trabajo,
se tomaron en cuenta varios factores. En primer lugar, Nei (1978) indica que el
numero de individuos a ser utilizados para estimar distancia genética puede ser
muy bajo, incluso menor que diez si el numero de loci es mayor de 50. Este autor

estima que en la construccion de un dendrograma a partir de las distancias
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genéticas para un grupo de especies, un solo individuo puede ser suficiente en la
obtencién de la topologia correcta del mismo si los niveles de heterocigosidad son

bajos.

Hollingsworth y Ennos (2004) indican que cuando existen altos niveles de
diferenciacion entre poblaciones (por ejemplo Fst = 0.15), un numero de loci de 50
es suficiente para confiar en la resolucion de los agrupamientos que resulten del

estudio. En este caso, el valor de Fst fue de 0.55 (Cuadro 8) con 194 loci en total.

En el presente estudio, la diversidad genética de tres accesiones por especies de
Tagetes se analizdé sobre la base de 10 marcadores de ISSR. Nueve de los diez
cebadores evaluados inicialmente, amplificaron fragmentos con éxito en todos los
genotipos, mostrando un alto grado de polimorfismo entre las poblaciones y las
especies analizadas.

En otros cultivos y frutales como membrillo cimarron, tomate, agave y frijol, los
ISSR han sido bastante exitosos con fines de diferenciacion, llegando a reportarse
hasta un promedio de polimorfismo de 85 % (Marotti et al., 2007; Davila et al.,
2007; Gonzales et al., 2014; Nufiez et al., 2015).

Entre los trabajos realizados en caracterizacion molecular para Tagetes,
analizaron 12 accesiones de T. patula 'y 2 de T. erecta utilizando 10 marcadores
ISSR, los cuales dieron un total de 145 bandas de las cuales 138 fueron
polimorficas  (Qi, Ning, & Bao, 2007); en otro trabajo también se analizaron
accesiones de T. patula y T. erecta, en ese caso fueron 15 accesiones donde se
evaluaron 20 primers RAPDS y 12 ISSR, obteniendo porcentajes de polimorfismo
de hasta 83% y 90% de polimorfismos respectivamente para estas especies
(Banyal, 2013). Marcadores ISSR se evaluaron en algunas especies de Tagetes de
México en el Laboratorio de Molecular del Departamenteo de Fitotecnia de la
Universidad Autbnoma Chapingo, dando como resultado 100% de polimorfismo

(datos sin publicar), por lo que se consideraron para analizar accesiones de
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Tagetes de Sudamérica. Los iniciadores evidenciaron alto porcentaje de
polimorfismo, pero el iniciador UBC840, que detect6 muy bajo polimorfismo, se
descarto debido a la falta de amplificacién. Esto se puede deberse a divergencias
entre las especies de Tagetes analizadas en este estudio y las evaluadas
anteriormente (Samah et al., 2015). En tomate se observo que los iniciadores en
cuya secuencia incluyen adenina (A) en combinacion con guanina (G) y/o citosina
(C) (GA, AG, CA, AC y AGC) generan el mayor numero de bandas polimérficas.
Por esta razon, los iniciadores ISSR, previamente reportados por Bojinov y
Danailov (2009), dieron mejores resultados que los de University of British
Columbia (Hernandez et al., 2014) al igual que como ocurrio con Tagetes en este

estudio.

Los valores medios de CFP y MI son un reflejo de la diversidad alélica entre los
genotipos analizados. Teniendo en cuenta ambos valores de Ml y el numero de
alelos, los nueve iniciadores se pueden considerar informativos porque mostraron

MI valores superiores a 3 y generaron mas de 12 alelos por locus (Cuadro 6).

Es de destacar que los mismos 10 marcadores ISSR se usaron para analizar una
accesion de cacahuate (Arachis hypogaea) como grupo externo. Nueve de estos
marcadores de ISSR (excepto UBC848) amplificaron en Arachis hypogaea, un

maximo de tres y minimo de una banda.
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Figura 15 Método de rede. Media joining de 15 accesiones de Tagetes obtenidos
de por marcadores ISSR. F: T. filifolia, M: T. minuta, Mu: T. multiflora, T: T.
terniflora'y Z: T. zypaquierensis.

El analisis de redes (Figura 15) revel6 una distribucion lineal, ademas, agrup6 de
forma mas distribuida a las especies, de tal manera que se puede apreciar a T.
multiflora como una especie independiente o no tan cercana a T. zypaquirensis
(porcentaje de agrupacion, 73.3 %) como ya se habia detectado en la Figura 13.
Ademas, logro corroborar una relacion cercana entre T. minuta y T. terniflora en el
analisis de conglomerados y en coordenadas principales, mostrando en el analisis

de red un porcentaje de agrupacion del 98.7 %.
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Las relaciones evolutivas suelen representarse mediante arboles filogenéticos,
basados en un modelo de evolucion dominada por las mutaciones,
recombinaciones y eventos de especiacion. Por lo que los modelos mas realistas
deben tener en cuenta también de la génesis de genes, los eventos de pérdida y
duplicacion, la hibridacion, la transferencia horizontal de genes y la recombinacion.
Por la razon mencionada, el modelo de red y analisis de agrupacion (Figura 16)

tienen un papel importante que desempenar.

F1
T1 F2

T2
F3

T3

M1 Z1

M3

Z3

M2
Z4

MU

Figura 16. Analisis de agrupacion de cinco especies de Tagetes usando
SplitsTree. F: T. filifolia, M: T. minuta, Mu: T. multiflora, T: T. terniflora'y Z: T.
zZypaquierensis.

En la Figura 16 se aprecia de mejor manera la distribucién de las especies para
inferencias filogenéticas. El efecto combinado de error de muestreo y error
sistematico hace que la filogenia sea una ciencia incierta, y este modelo puede

permitir la representacion y la cuantificacion de la incertidumbre.
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La presencia de combinaciones de lineas en ciertas zonas indican la poca
distancia genética entre individuos, por lo que se puede decir que entre los
individuos de la especie T. filifolia existe poca distancia génica a diferencia de las

demas.

Algunos programas bioestadisticos proporcionan informacion mas certera en
analisis filogenético si se trabaja con regiones conservadas de ADN, sin embargo,
permiten analizar datos de marcadores moleculares para generar hipotesis
aproximadas acerca de como fue el desarrollo filogenético de las mismas. A partir
de este razonamiento, se puede proponer algunas hipétesis: 1) que T. filifolia 'y T.
terniflora son especies muy alejadas evolutivamente (Figura 17); 2) que T.
terniflora y T. minuta estan muy relacionadas o tienen poca diferencia evolutiva y;
3) que se puede considerar a T. multiflora como ancestro comun de estas dos
especies (Figura 16).

T3

1 A/l'\\.\ Z3
® ﬂ/l\ ./' Z2
M2 . S~
M3 ?"\
71 . ‘“\EL\/O F3
MU F2

Figura 17. Analisis de agrupamiento de cinco especies de Tagetes usando
SplitsTree. F: T. filifolia, M: T. minuta, Mu: T. multiflora, T: T. terniflora'y Z: T.
zZypaquierensis.

Este estudio representa el primer informe sobre la diversidad y estructura genética
en algunas especies de Tagetes provenientes de Sudamérica analizadas por
marcadores ISSR. La congruencia de los patrones obtenidos con analisis
bayesiano, redes y multivariada sugiere que los agrupamientos obtenidos son
razonablemente fiables, y permite realizar hipétesis que en trabajos posteriores se
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podrian resolver al hacer analisis de las regiones conservadas del ADN como se

mensiond anteriormente.

En general, los presentes resultados confirman la utilidad de los marcadores ISSR
para la caracterizacion y analisis de la diversidad genética de las accesiones de
Tagetes provenientes de Sudamérica.

Claramente, estos resultados mejoran el conocimiento sobre la diversidad de
Tagetes en regiones de Sudamérica y la informacion obtenida es util para el

manejo exitoso de germoplasma y su conservacion.

1.26 CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestro estudio, hay un alto grado de diversidad y variabilidad
genéetica.

El uso de marcadores ISSR permitié elaborar dendrogramas que sefalan las
relaciones de diversidad y variabilidad genética inter e intraespecificas de las
poblaciones analizadas. Ademas, permiten proponer hipotesis preliminares sobre
posibles ancestros para esas especies mediante el uso de herramientas
bioinformaticas para analisis filogenetico.
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