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RESUMEN GENERAL

Tagetes es un recurso fitogenético aromatico de México poco estudiado en su
caracterizacion y evaluacion toxicologica. En el presente estudio se caracterizé
una coleccion de materiales del género Tagetes pertenecientes al Estado de
Hidalgo, ademas de que una parte de ellas se evalué por sus propiedades
antimicoticas, para proporcionar una base tedrica y apoyo técnico para la
adecuada conservacion y aplicacion de los recursos genéticos existentes de este
género. Parte de la caracterizacion fue la obtencion del perfil quimico de 53
poblaciones, para lo cual se extrajo aceite esencial mediante hidrodestilacion y
se analiz6 por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los
compuestos mayoritarios en las poblaciones fueron: (3-ocimeno, terpinoleno y
verbenona en T. erecta; estragol, anetol, limoneno y B-cuvebeno en T. filifolia;
limoneno y B-cuvebeno en T. micrantha; B-ocimeno, acetato de geranilo, estragol,
metil eugenol y anetol en T. lucida; a-pineno, B-felandreno y limoneno en
T. lunulata; a-pineno, terpinoleno, verbenona, cariofileno y B-farneseno en
T. patula. La caracterizacion molecular se realizO para 29 accesiones
representativas de T. erecta, T. lunulata, T. filifolia, T. lucida y T. micrantha,
T. moorei y T. patula cuyo ADN gendmico se amplifico con los iniciadores ITS1 e
ITS4 confirmando la identidad independiente de esas especies; también se
utilizaron iniciadores ISSR para analizar 179 accesiones de Tagetes resultando
un total de 191 bandas identificadas y 99.5 % de polimorfismo, y el analisis de
agrupamiento separd las accesiones en siete grupos, correspondientes a las
diferentes especies. Se determiné el tamafio del genoma de 91 accesiones de
siete especies mediante citometro de flujo obteniendo una variacion total del
contenido de ADN de 2.33 a 5.57 pg. La actividad antimicaética in vitro del aceite
esencial de una poblacion de T. lucida se evalué contra Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia solani mediante la
técnica de difusién en agar, realizando dos experimentos (a y b) ensayando O,
01yl1% (a)y 0,2y 3 % (b) de aceite, detectando efectos fungistaticos y la
mayor reduccion (72 %) se logré contra R. solani aplicando 3 %.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: M. BT. Edgar L6pez Lopez

Director: Dr. Miguel Angel Serrato Cruz.
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ABSTRACT

Tagetes is an aromatical plant resource from Mexico that has been little studied
on its characterization and toxicological evaluation. In the present study a
collection of genotipes of the genus Tagetes from the state of Hidalgo was
characterized, in addition part of them for their antimycotic properties, to provide
a theoretical basis and technical support for their appropiate conservation and
utilization of genetic resources of this genus. Part of the characterization was the
obtention of the chemical profile of 53 populations for which essential oils was
extracted by hydrodistillation and then analyzed by GC-ME. Major compounds in
plant populations were: B-ocimene, terpinolene and verbenone in T. erecta;
estragole, anethole, limonene and B-cuvebene in T. filifolia; limonene and (-
cuvebene in T. micrantha; B-ocimene, geranile acetate, estragole, methyl eugenol
and anethole in T. lucida; a-pinene, p-felandrene and limonene in T. lunulata; a-
pinene, terpinolene, verbenone, cariofilene and B-farnesene in T. patula.
Molecular characterization was performed for 29 representative accessions of
T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. moorei and T. patula
whose genomic DNA was amplified with ITS1 and ITS4 primers confirming the
independent identity of these species; Also, ISSR primers were used to analyze
179 Tagetes accessions resulting in a total of 191 identified bands and 99.5%
polymorphism, and the cluster analysis separated the accessions into seven
groups corresponding to the different species. The genome size of 91 accessions
of seven species was determined by flow cytometer obtaining a total variation of
DNA content of 2.33 to 5.57 pg. The in vitro antimycotic activity of the essential
oil of a T. lucida population was evaluated against Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Penicillium janthinellum and Rhizoctonia solani using the agar
diffusion technique, performing two experiments (a and b), testing 0, 0.1 and 1%
(A) and 0, 2 and 3% (b) of oil, detecting fungistatic effects and the greater
reduction (72%) was achieved against R. solani applying 3%.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo.
Author: M. BT. Edgar L6pez LOpez
Advisor: Dr. Miguel Angel Serrato Cruz.
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OBJETIVOS

Evaluar in vitro el efecto toxicoldgico del aceite esencial de una poblacién
de T. lucida de Hidalgo contra los hongos fitopatégenos Aspergillus niger,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Penicillium janthinellum.

. Caracterizar qguimicamente los aceites esenciales extraidos de materiales
del Estado de Hidalgo con la finalidad de contribuir a la fitoquimica del
género.

. Caracterizar molecularmente germoplasma de Tagetes del Estado de
Hidalgo mediante técnicas tipos ITS e ISSR para evaluar su variabilidad
genética y avanzar en la investigacion de la diversidad del taxa, su
conservacion, aprovechamiento y contribuir al entendimiento sobre el
origen de estos recursos naturales.

. Caracterizar citogenéticamente del tamafio del genoma de poblaciones de
Tagetes de Hidalgo mediante la determinacién el contenido de ADN
nuclear por citometria de flujo para relacionar su variabilidad la
sistematica, filogenia y evolucion del taxa.
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I. ANTECEDENTES GENERALES

1.1 REVISION DE LITERATURA

1.1.1 Biodiversidad

La biodiversidad es definida como la variabilidad existente entre los organismos
vivos incluyendo ademés el medio dentro del cual se originan, asi como los
complejos ecoldgicos de los cuales forman parte (Price y Butler, 1977). La
biodiversidad ademas es importante ya que determina la forma en que las
poblaciones interactiian con su ambiente y con otras especies, cOmo evolucionan
y persiste a través del tiempo (Tilman et al., 2006). Se ha estimado que en el
mundo se encuentra entre los 5 y 30 millones de especies, no obstante es dificil
evaluar la precision de estas estimaciones (Hughes et al., 1997).

En México, debido a su gran extension territorial y heterogeneidad ambiental, se
han generado multitud de especies y variedades de géneros, ubicandose como
uno de los paises con mayor diversidad de plantas, reptiles y mamiferos
(Mittermeier y Goettsch, 1992; Guzméan, 2001).

1.1.2 Género Tagetes como modelo de estudio

El género Tagetes pertenece a la familia Compositae (Asteracea) y se conforma
de aproximadamente 55 especies distintas, todas ellas distribuidas en el
continente americano, la mayoria de las cuales se localizan en México (Serrato
et al., 2000). Abarcan desde el paralelo 16 hasta el 32 N con la distribucién en

México que se muestra en el Cuadro 1 (Turner, 1996; Villareal, 2003).

Botanicamente, son plantas herbaceas anuales y perennes de tamarfios variados,
desde los 25 cm hasta 1 m de altura, erectas, ramificadas, de hojas opuestas,
oblongas de 5 a 15 cm de largo, con flores de colores amarillo, rojo e incluso
naranja de 5 a 13 cm de alto y de frutos negros (Sabillébn y Bustamante, 1996;



Dole y Wilkins, 1999). Las especies mas representativas del género son:
T. lunulata, T. ternuifolia, T. patula y T. erecta, siendo éstas Ultimas las mas
populares y mayormente estudiadas (Serrato et al., 2000). Para el Estado de
Hidalgo, se reportan especies T. lucida, T. erecta, T. lunulata, T. filifolia, T. patula

y T. moorei como se muestra en la Figura 1 (Turner, 1996; Villareal, 2003).

Figura 1. Fotografias de plantas del género Tagetes. T. lucida (A), T. erecta (B),
T. lunulata (C), T. filifolia (D), T. patula (E), T. moorei (F), (Fotografia: Edgar Lépez
Lopez).



Cuadro 1. Distribuciéon de especies del género Tagetes en México (Turner, 1996;

Villareal, 2003).

Estados

Baja California
Sonora
Chihuahua
Coahuila
Nuevo Ledn
Tamaulipas

Sinaloa
Durango

Zacatecas
San Luis Potosi

Aguascalientes
Guanajuato
Nayarit

Jalisco

Colima
Michoacan

Guerrero
Oaxaca

Veracruz

Puebla

Tlaxcala

México

Morelos

Hidalgo

Querétaro

Chiapas

Yucatan

Tabasco

4 =4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A A4 A —A-A4 A A= A A-4 A4 A A A4 A A A A4 = = =

Especies

. filifolia, T. micrantha, T. subulata, T. lacera, T. lunulata.

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

. coronopifolia, T. lucida, T. micrantha.

. lucida, T. mulleri, T. micrantha.

. filifolia, T. lucida, T. foetidissima, T. erecta.

. filifolia, T. lucida, T. palmeri, T. subulata, T. erecta.

. filifolia, T. micrantha, T. subulata, T. lucida, T. pringlei, T. lunulata, T. epapposa,
. foetidissima, T. elongata, T. remotiflora, T. erecta.

. filifolia, T. micrantha, T. subulata, T. lucida.
. erecta, T. lucida, T. micrantha, T. parryi, T. tenuifolia.
. lucida, T. micrantha, T. lunulata, T. pringlei.

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

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

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

. filifolia, T. lucida, T. subulata, T. tenuifolia.

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

. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. stenophylla, T. subulata.
. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. oaxacana, T. subulata, T. tenuifolia.
. coronopifolia, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. micrantha, T. tenuifolia.

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

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

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

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

. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T. persicaefolius, T. tenuifolia,

moorei

erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. moorei, T. tenuifolia,

. foetidissima, T. pringlei, T. remotiflora.

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

. erecta, T. tenuifolia.

. lucida.




1.1.3 Importancia agricola del género Tagetes

Estas plantas no s6lo son conocidas por su belleza estética, sino también por sus
multiples beneficios que brindan al ser consideradas como plantas con
caracteristicas plaguicidas. Los compuestos alelopéaticos que poseen pueden ser
liberados por volatizacion, exudados radiculares, lixiviacion desde las plantas o
residuos y por descomposicion de residuos; los compuestos que emana son
generalmente metabolitos secundarios que actian como defensa quimica ante

enfermedades y parasitos (Halbrendt, 1996).

Experimentos realizados para evaluar el efecto repelente de Tagetes spp.
demuestran que no importa la forma como se lo utilice (fermentado, fresco,
barrera) el efecto siempre ocurre, asi lo demostraron Russo et al. (2005) al utilizar
plantas completas de Tagetes spp. para repeler afidos en lechuga; tal
experimento consistio en evaluar el efecto de la planta como cultivo intercalado y
en extracto natural, los datos demostraron que no existié diferencia estadistica al
usar una o la otra forma. Ademas, se ha demostrado que diversas especies de
Tagetes presentan efecto fungicida y fungistatico; por ejemplo, los extractos
acuosos Yy polvos de hojas, flores y raiz de T. erecta tienen un efecto fungicida
contra Drechslera oryzae, Pyricularia orizae y Uromyces phaseoli (Grainge y
Ahmed, 1988), mientras que extractos de hojas y flores de T. patula tiene efecto

fungistéatico sobre Monilia spp. (Teodorescu et al., 2009).

Estas plantas tienen ademas, propiedades bioldgicas y quimicas en raices, tallos,
hojas y semillas contra organismos dafiinos a cultivos de importancia economica:
bacterias, hongos, nematodos, insectos y malezas (Serrato Cruz y Quijano,
1993). Estas propiedades se deben principalmente a la presencia de metabolitos
secundarios tales como alcoholes, éteres, ésteres, aldehidos, cetonas,
flavonoides, tiofenos, fenilpropanos, terpenos y terpenoides (Greathead, 2003)
gue actuan como defensas contra plagas y enfermedades (Duke, 2009) y contra
diferentes organismos como hongos, acaros, nematodos e insectos (Koul et al.,
2008).



Estos compuestos pueden ser liberados por diferentes medios como
volatilizacion, exudados radiculares, lixiviacion y por descomposicion de residuos
(Halbrendt, 1996). Gran parte de estos metabolitos son aceites esenciales y son
el producto final del metabolismo secundario de estas plantas; se encuentran en
diferentes partes de la planta como en hojas, tallos, corteza, flores, raices y frutos
(Koul et al., 2008). Para el género Tagetes se han reportado al menos 126
metabolitos secundarios en sus aceites esenciales; por otra parte, el tipo de
metabolito secundario y su cantidad en los aceites esenciales de Tagetes varian
de acuerdo con la constitucién genética de la especie o sus poblaciones y las
condiciones en que se desarrollan las plantas (Krishna et al., 2002; Sefidkon
et al., 2004), lo cual significa que para el aprovechamiento de este recurso

natural, es necesaria la caracterizacion del perfil de aceites.

Por otra parte, debido a la amplia diversidad de germoplasma de Tagetes,
asociada con procesos de domesticaciéon y de evolucion natural milenarios de los
cuales no se tiene un estudio sistematico (Serrato, 2014) es de interés e
importancia la caracterizacibn molecular de este recurso ya que los trabajos
sobre caracterizacidén molecular de este género son escasos (Loockerman et al.,
2003), o al menos no se dispone de suficiente informacion al respecto para este
recurso natural de México (Serrato et al., 2014). De igual manera, sucede lo
mismo respecto a la situacion del contenido de ADN en estas plantas ya que no
han sido suficientemente descritas, lo cual limita la informacion sobre sus

relaciones genéticas y evolucién (Towner, 1961; Strother, 1977; Serrato, 2014)

1.1.4 Descripcion del area de estudio

El Estado de Hidalgo se encuentra ubicado en la region centro-oriental de México;
colinda al norte con los estados de San Luis Potosi y Veracruz, al este con el
Estado de Puebla, al sur con los estados de Tlaxcala y México y al oeste con el
Estado de Querétaro (INEGI, 2007). Al centro y occidente del estado se localizan
sierras de origen sedimentario e igneo extrusivo o volcanico; hacia el centroy en

toda la parte norte y este, pasa el Eje Neovolcanico; mientras que por las partes
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norte y oriente pasa la Sierra Madre Oriental (INEGI, 2007). Cuenta ademas con
dos zonas en la entidad la norte y nororiental, en donde se encuentra cerro Ojo
de Agua con 2180 msnm y cerro Tepeco con 1840 msnm; también posee valles
en los que se encuentra la altura mas baja que es de 100 m (INEGI, 2007). En la
parte central del estado, de noroeste-sureste se encuentra el cafion Metztitlan,
impotante zona destacada por la produccién de hortalizas (Guzman, 2008).

El clima del estado es variado debido a su posicion geogréfica, superficie y
relieve, presentando el 39 % de este, clima seco y semiseco, el 33 % es templado
subhimedo, el 16 % calido humedo, el 6 % calido subhimedo y el restante 6 %
templado humedo (Figura 2), estos ultimos se presentan en la zona de la
huasteca. El clima seco y semiseco favorece el crecimiento de plantas cactaceas
como el maguey pulquero, tuna y nopal. La temperatura media anual es de 16 °C
mientras que la minima del mes mas frio, enero, es alrededor de 4 °C y la maxima
se presenta en abril y mayo que en promedio es de 27 °C. La lluvia se presentan
en verano, en los meses de junio a septiembre, la precipitacion media del estado
es de 800 mm anuales (INEGI, 2007).

Seco y semiseco 39%
Templado subhimedo 33%
B Célido himedo 16%

I Templado himedo 6%
Célido subhimedo 6%

Figura 2. Mapa climético del Estado de Hidalgo. Elaborado con base en INEGI
(2007).



Dentro de la vegetacion que se puede encontrar en las sierras de Hidalgo se
encuentran el abeto, pino, encino, oyamel, enebro, copal, caoba, palo de rosa,
ébano, framboyan, mezquite, cafeto, nopal, agave, lechuguilla y damiana. En el
valle de Tulancingo se encuentran arboles como el tejocote, pera, membrillo y
manzano. En la comarca Minera se encuentran cactus, mezquite, maguey Yy
nopal. En la cuenca de México existen nopales, yuca, mezquite y pirul. La
vegetacion del valle del Mezquital se encuentra formada por huizache,
ahuehuete, nogal, biznaga, pirul, cardén, garambullo y otras plantas de clima

seco (Fernandez y Goyenechea, 2010).

1.1.5 Problema de estudio

Atendiendo a la diversidad ambiental del Estado de Hidalgo y el uso potencial del
recurso fitogenético Tagetes para su aprovechamiento en probleméaticas de
sanidad vegetal en sistemas de produccion agricolas en la entidad, es necesaria
la caracterizacion (quimica, molecular, citogenética, morfologica, anatdémica,
agronomica y otras) y evaluacion (toxicologica, medicinal, etc.) de Tagetes de
diferentes regiones de Hidalgo con la finalidad de aportar informacion basica
sobre la fitoquimica, variabilidad genética y diversidad del taxa de este recurso
natural para favorecer posibles acciones sobre su uso sustentable en agricultura,

al mismo tiempo enriquecer la bases de datos del banco de germoplasma.
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CAPITULO II.
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE UNA POBLACION
DE Tagetes lucida DE HIDALGO, MEXICO

2.1 RESUMEN

La especie T. lucida conocida como ‘pericén’, es un recurso natural de México
cuyo aceite esencial tiene propiedades antimicéticas, aunque no en todos los
hongos fitopatbgenos se ha explorado el efecto que puede ocasionar esta
sustancia vegetal. De una poblacién recolectada en Atotonilco el Grande,
Hidalgo, México se obtuvo aceite esencial por hidrodestilacion con rendimiento
de 0.2 %; mediante la técnica CG-EM se identificaron ocho componentes
diferentes en el aceite, pero los abundantes fueron: estragol (48 %) y anetol (35
%). También se evalud la actividad antimicética in vitro del aceite esencial contra
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium janthinellum y Rhizoctonia
solani mediante la técnica de difusion en agar, realizando dos experimentos: el
primero ensayando concentraciones de 0, 0.1y 1 %, y en el segundo 0, 2 y 3 %.
La concentracion de 1 % redujo el crecimiento micelial en 46 % para
F. oxysporum, 39 % en R. solani, 21 % en A. niger y 16 % en P. janthinellum; sin
embargo, en concentraciones altas de aceite, como el 3 %, solamente en

R. solani se obtuvo la mayor la reduccion del micelio (72 %).

Palabras clave: Tagetes lucida, aceite esencial, actividad antimicaética,

composicién quimica.
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ESSENTIAL OIL ANTIFUNGAL ACTIVITY OF A Tagetes lucida
POPULATION FROM HIDALGO, MEXICO

2.2 ABSTRACT

T. lucida species locally named as ‘pericon’, is a natural resource of Mexico whose
essential oil has antifungal properties, but not all pathogenic fungi have been
bioassayed with this plant substance. From a plant sample collected at Atotonilco
el Grande, Hidalgo province, Mexico, essential oil was obtained by hydro-
distillation with a vyield of 0.2 %; its composition was determined by gas
chromatography-mass spectrometry identifying eight different components in the
oil but the most important were estragole (48 %) and anethole (35 %). Also
antifungal activity in vitro against Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,
Penicillium janthinellum and Rhizoctonia solani was evaluated using agar
diffusion technique and carrying out two experiments: the first one tested 0, 0.1
and 1 % oil concentrations, while the second one used 0, 2 and 3 %. At
concentration of 1 % of essential oil mycelial growth was reduced in 46 % for
F. oxysporum, 39 % in R. solani, 21 % in A. niger and 16 % in P. janthinellum;
however at high oil concentrations like 3 % greater mycelial reduction (72 %) only

occurred in R. solani.

Index words: Tagetes lucida, essential oil, antifungal activity, chemical

composition.
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2.3 INTRODUCCION

El género Tagetes (Asteraceae) se conforma de aproximadamente 56 especies
distribuidas en el Continente Americano, la mayoria se localiza en México (Soule,
1996). Estas plantas tienen propiedades bioldgicas contra organismos dafiinos a
cultivos de importancia econdmica: bacterias, hongos, nematodos, insectos y
malezas (Serrato y Quijano, 1993). Tales propiedades de Tagetes se deben a la
presencia de metabolitos secundarios como alcoholes, éteres, ésteres,
aldehidos, cetonas, flavonoides y tiofenos que actian como defensas quimicas
contra plagas y enfermedades (Duke, 2008). En forma natural, estos compuestos
quimicos pueden ser liberados por volatilizacién, exudados radiculares, lixiviacién
y por descomposicion de residuos (Halbrendt, 1996). Mediante manejo de
material vegetal se ha logrado obtener sustancias vegetales como polvos,
extractos (acuosos 0 con solventes) y aceites esenciales que se han evaluado
por su efecto contra hongos. En el caso de algunas especies de Tagetes, los
extractos vegetales presentan efectos antimicéticos, por ejemplo, extractos
acuosos, polvos de hojas, flores y raices de T. erecta tienen efecto fungicida
contra Drechslera oryzae, Pyricularia orizae y Uromyces phaseoli (Grainge y
Ahmed, 1988), y extractos de hojas y flores de T. patula son fungistaticos en
Monilia spp. (Teodorescu et al., 2009); no obstante, son pocos los estudios
toxicoldgicos al respecto, particularmente bioensayos con aceites esenciales
(Serrato et al., 2007).

Entre algunos hongos fitopatdgenos de importancia econémica, por el dafio que
causan a diversos cultivos, se encuentran: Fusarium oxysporum (Deuteromiceto),
causante de enfermedad en cultivos como sorgo (Sorghum bicolor), maiz (Zea
mays) y alfalfa (Medicago sativa) en sus diferentes etapas fenoldgicas, asi como
en arboles frutales y forestales (Singh et al., 2007); Penicillium spp. (Ascomiceto)
causa pudriciones en postcosecha de granos basicos (Lemmen, 1999);
Aspergillus spp. (Ascomiceto) en condiciones de alta humedad en postcosecha

produce moho en hortalizas como lechuga, jitomate y acelgas (Raper, 1965) y
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Rhizoctonia solani (Basidiomiceto) provoca la pudricion de semillas en

postcosecha de numerosas especies horticolas (Anderson, 1982).

Como parte del control de estos hongos, se ha recurrido al empleo de sustancias
de origen vegetal, entre ellas, los aceites esenciales de cebolla (Allium cepa) o
de ajo (Allium sativum) que, aplicados in vitro contra A. niger, F. oxysporum y
Penicillium cyclopium no ocasionan dafios aparentes en el primero, pero en los
demas, hay actividad fungistatica (Benkeblia, 2004). Contra los mismos hongos,
el aceite esencial de orégano (Origanum syriacum) también produce fuerte
accion inhibitoria (Daouk et al., 1995). Hasta ahora no se ha evaluado el efecto
del aceite esencial de Tagetes contra estos hongos, aunque se tienen resultados
sobre otros géneros; por ejemplo, el aceite de T. patula usado contra Botrytis
cinerea y Penicillium digitatum en condiciones in vitro inhibe por completo el
crecimiento de micelio a dosis de 10 yL mL* y 1.25 yL mL"1, respectivamente
(Romagnoli et al., 2005); el aceite esencial de hojas de T. erecta en 2.0 uL
mL-! inhibe completamente el crecimiento de Pythium aphanidermatum (Kishore
et al., 1991) y los aceites de T. minuta y T. filifolia tienen actividad antifungica
contra Sclerotium cepivorum, Colletotrichum coccodes y Alternaria solani
inhibiendo el crecimiento micelial (Zygadlo et al., 1994). Considerando que mas
del 50 % de las especies de Tagetes se distribuyen en México, la realizacion de
estudios sobre posible actividad biolégica contra organismos dafiinos en
agricultura pueden resultar valiosos (Serrato, 2014).

La especie Tagetes lucida Cav., conocida como ‘pericdn’, se encuentra
distribuida en los principales sistemas montafiosos de México en climas templado
y transicional (Turner, 1996); es una planta herbacea, perenne, de hasta 1 m de
altura, con fuerte olor a anis al estrujarse (Villarreal, 2003). El extracto metandlico
de esta planta inhibe el crecimiento de bacterias como Escherichia coli,
Salmonella sp. y Shigella sp., asi como el de hongos del género Fusarium debido
a la accion de los componentes dimetoxi-fendlicos presentes en el extracto, como
la escoparona (6,7-dimetoxicoumarina) responsable de alta inhibicion de

crecimiento de Fusarium en dosis de hasta 250 ug/mL (Céspedes et al., 2006).
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Otros estudios, como el de Barajas et al. (2011), muestran la actividad fungitéxica
gue tiene el aceite de T. lucida contra los hongos Monilina fructicola y Sclerotium
rolfsii a concentraciones 0.1 y 2 pL mL*, reduciendo la produccién de
esclerocios. En el aceite esencial de T. lucida se ha determinado la presencia de
metil eugenol (Bicchi et al., 1997) y de metil cavicol o estragol (Marotti et al.,
2004), compuestos a los que se atribuye diferentes caracteristicas con potencial
de ser explotados como insecticida o bactericida, y en general, como plaguicida
botanico (Koul, 2008). No obstante, se desconoce sobre la variabilidad del
contenido de aceites esenciales de poblaciones de T. lucida de México (Serrato
et al., 2007) y son escasos los trabajos sobre sus propiedades antimicéticas. La
caracterizacion del perfil de aceite esencial de poblaciones de T. lucida y su
evaluacion toxicologica contra hongos fitopatdgenos de importancia econémica
como F. oxysporum, P. janthinellum, A. niger y R. solani es un paso necesario
para el aprovechamiento de recursos naturales locales en estrategias de control
organico para la produccién agricola. En el Estado de Hidalgo se distribuyen ocho
especies de Tagetes y por las caracteristicas climaticas de la entidad, la
presencia de T. lucida es importante (Serrato, 2014). En el presente trabajo se
determind el contenido de aceite esencial de T. lucida proveniente de una
poblacion de Atotonilco, Hidalgo, México y se evalu6 su actividad biolégica in vitro

contra los hongos antes referidos.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material vegetal y procedencia

El 26 de octubre de 2014 se recolecto la parte aérea de plantas de T. lucida
(Figura 3) en etapa fenoldgica de floracion terminal en la localidad de Tiltepec
(coordenadas 20° 18' 47" N y 98° 40' 58" O y 2000 msnm), perteneciente a la
poblacién de Atotonilco el Grande, Hidalgo (Figura 4), de clima predominante

templado semifrio C(E)(f) (INEGI, 2000). Las semillas acondicionadas se
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ingresaron al Banco de Germoplasma Salvador Miranda Colin de la Universidad
Auténoma Chapingo con cédigo de accesion ELL-001-2016; también se
ingresaron ejemplares herborizados al Herbario CHAP perteneciente a la Division
de Ciencias Forestales de la UACh (voucher 67732). Los tallos florales se
cortaron en trozos de 4 a 5 cm utilizando cuchillo de cocina. Desde la recolecta
del material hasta la realizacion de la destilacion transcurrieron alrededor de dos

horas.

Figura 3. T. lucida en floracion (Fotografia: Edgar Lépez Lopez).

S
CaC—— Kilometers hz g ?',\ ;M/
0510 20 30 40 EAEy

Figura 4. Atotonilco el Grande, Hidalgo y punto de colecta de T. lucida. Escala
1:250 000
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2.4.2 Extraccion, rendimiento de aceite e identificaciéon de compuestos

La extraccion del aceite esencial se llevo a cabo mediante hidrodestilacion en dos
modalidades: a nivel laboratorio en un destilador de cristal modelo italiano de 6 L
de capacidad y a nivel piloto mediante destilador de acero inoxidable con
capacidad de 50 Kg. Para realizar la extraccion (repeticion) a nivel laboratorio, se
utilizé 1.5 kg de material vegetal para una destilacion y se hicieron cuatro
repeticiones, el periodo de la destilacion fue de 45 min. Para la extraccion a nivel
piloto se utilizaron 46 kg de material fresco; el tiempo de hidrodestilacion fue de
3 h a partir de la precipitacion. Del destilado se obtuvieron dos fases (acuosa y
aceitosa), la parte aceitosa separada en frascos ambar conservados en cuarto
oscuro a temperatura de 18+2 °C. El rendimiento de aceite esencial se obtuvo

referido en biomasa fresca.

Para la identificacion de los componentes del aceite esencial, se utilizo el extracto
6leo de la destilacién a nivel piloto y se realiz6 mediante cromatografia de gases
con detector de masas (Adams, 2001). El cromatégrafo correspondi6é al modelo
CG 7890A (Agilent Technologies, USA) acoplado a un detector selectivo de
masas 5975C Inert MSD con un detector triple eje (Agilent Technologies, USA)
con ionizacion por impacto eléctrico (IE) de 70 eV. Se utilizé una columna HP-
5ms® (California, USA), empacada con 5 % difenil-95 % dimetilpolisiloxano. Las
temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 250 °C y 280 °C,
respectivamente, y se alcanzaron a una velocidad de 10 °C mint. La temperatura
inicial del horno fue de 70 °C, durante 1 min y posteriormente se programo para
alcanzar las temperaturas y la velocidad antes sefialadas. La velocidad de flujo
del gas acarreador (helio) se mantuvo a 1 mL min-t. Las muestras se diluyeron
(1/100) en acetona (v/v) de 1 pL y posteriormente se inyectaron en el equipo en
modo “Split” automatico mediante un inyector 7683D (Agilent Technologies,
USA); se realizaron tres repeticiones. Los datos de abundancia relativa se
obtuvieron a partir del porcentaje de area de los picos cromatograficos. Como
compuestos mayoritarios se consideraron aquellos con mas de 5 % de
abundancia relativa. El intervalo de masas detectado fue de 35-500 m/z. Los
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compuestos n-alcanos, n-octano (C8 H18) y n-octadecano (C18 H38), se usaron
como referencias en el célculo de los indices de Kovats. La identificacion de los
componentes se realiz6 por comparacion de los indices de retencion relativa,
mas los espectros de masas comparados con la base de datos NIST 05 del
sistema GC-MS (National Institute of Standard and Technology) y con los datos
espectrales publicados por la Carol Stream Corp., USA (Adams, 2001).

2.4.3 Evaluacioén de efectos antimicoéticos

Las cepas de los hongos A. niger, R. solani, F. oxysporum y P. janthinellum,
provenientes de cultivos del Campo Agricola Experimental de la Universidad
Autonoma Chapingo (UACh), se obtuvieron e identificaron en el Laboratorio de
Micologia Agricola del Departamento de Parasitologia de la UACh. Para
reproducir las cepas se realizaron cortes de PDA-micelio en cada caja Petri
(100x15 mm) con medio PDA (200 g papa, 20 g dextrosa, 20 g agar) las cuales
se incubaron a 28 °C durante 72 h, posteriormente se transfirieron a cajas Petri
con cada uno de los tratamientos, los cuales se bioensayaron en dos

experimentos.

Experimento 1. La preparacion de las cajas Petri con los tratamientos se hizo de
la manera siguiente. El aceite esencial en concentraciones de 1 mL L (0.1 %) y
10 mL L (1 %) se disolvié por separado en PDA; para disolver el aceite en el
medio de cultivo se utiliz6 Tween® 20 como emulsificante en 1 mL L en todos
los tratamientos. El fungicida comercial Benomil® (butilcarbamoil benzimidazol-
2-ilcarbamato de metilo) al 1 % se utiliz6 como testigo positivo o referencial
ademas de incluir un testigo absoluto sin aceite esencial. El experimento consto
de 16 tratamientos generados de la combinacién de los factores de estudio
concentracion de aceite (0,1 y 10 mL), fuente de hongos (cuatro especies) y
testigo referencial (para cada uno de los hongos), tratamientos que se
distribuyeron siguiendo el disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones.
Cada repeticion estuvo conformada por cuatro unidades experimentales, cada

unidad experimental correspondié a una caja Petri (placa) de 100 x 15 mm.
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De las cajas Petri con el in6culo micelial se hicieron cortes de agar con micelio
de 1 cm?, y se trasladaron al centro de la caja Petri que contenia el extracto del
PDA y los tratamientos respectivos. Experimento 2. Con las mismas condiciones
del primer experimento, se ensayaron concentraciones de 20 mL L? (2 %) y 30
mL L (3 %), y como testigo referencial Benomil (1 %). El experimento consistié

de 16 tratamientos, cada uno repetido cuatro veces.

En ambos experimentos, las placas o cajas se incubaron a una temperatura de
28 °C y se observo el desarrollo micelial hasta el crecimiento limite del hongo. La
actividad del aceite esencial se evalu6 considerando la prueba de crecimiento
micelial (Rios, 1988); para el registro del crecimiento micelial se midieron dos
posiciones del diametro de crecimiento del area del indculo inicial a intervalos de
24 hy se obtuvo el didmetro promedio. Con los datos de didmetro de crecimiento
se calculo el porcentaje de reduccion de crecimiento con respecto al tratamiento

testigo (RRT) mediante la férmula:

TCT — TCt
RRT (%) = T X 100

donde, TCT= tasa de crecimiento en el testigo y TCt= tasa de crecimiento del

tratamiento.

El analisis de varianza sobre el didmetro del micelio en los dos experimentos se
hizo como un factorial 3x4 utilizando el modelo lineal general y la comparacion
de medias mediante la prueba de Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico SAS
version 9 (SAS Institute, 2004).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Rendimiento de aceite esencial e identificacion de compuestos

El rendimiento promedio de aceite esencial a nivel de matraz y a nivel piloto fue

de 0.28 % con respecto al peso de tejido fresco (Cuadro 2), resultado por debajo
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de lo reportado para esta especie (0.3 y 0.4 %) (Céceres, 1998) y muy inferior
comparado contra otras especies como el hinojo (Sellam et al.,, 2015). Las
caracteristicas del habitat en el que se desarrolla la poblacién de T. lucida
seguramente debe ser importante en la respuesta de productividad natural; al
respecto, Haslam (1986) propone que factores como el suelo y el clima son los
principales factores que influyen en el rendimiento y calidad del aceite esencial.

Cuadro 2. Biomasa de referencia y rendimiento de aceite esencial de plantas de
la poblacion de T. lucida de Atotonilco el Grande, Hidalgo.

Biomasa Biomasa Aceite Rendimiento Rendimiento
Tipo (Kg) (Kg) esencial (%) (%)
peso peso seco, extraido mL100g! mL100g?

fresco, PF PS (mL) PF PS
Matraz 1.4075 1,054 4.04 0.2869 0.3832
Piloto 46 35 130.00 0.2826 0.3714

Piloto? (1

ha) 2,000 1,513 5,600 0.2800 0.3701

Z Extrapolacion del ensayo piloto a 1 hectarea.

En cuanto a la identificacibn de compuestos se detectaron nueve, separados en
tiempos de retencién de 3.9 a 17 min los cuales aparecieron en la secuencia
siguiente: B-mirceno (3.93 min), 3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (4.60 min), 3,7-
dimetil -1,6-octadieno-3-ol (5.30 min), estragol (6.67 min), 4-metoxibenzaldehido
(7.43 min), 1l-metoxi-4-(1-propenil) benceno (7.86 min), 1,2-dimetoxi-4-(2-
propenil) benceno (9.32 min), éxido de cariofileno (11.72 min) y acido trans-13-

octadecanoico (17.09) (Cuadro 3, Figura 5).

Los componentes mayoritarios fueron: estragol (1-alil-4-metoxibenceno) (48 %) y
anetol (1-metoxi-4-(1-propenil) benceno) (35 %) (Picos 2 y 4 del Cuadro 3), los
cuales se han registrado con anterioridad para la especie en cuestion (Bicchi

et al., 1997; Marotti et al., 2004). Estos compuestos quimicos son
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fenilpropanoides que se distinguen por ser isdmeros de posicién reportados en
otras especies de Tagetes (Serrato et al., 2008); éstos metabolitos secundarios
tienen efecto biologico contra diversas especies de insectos y de hongos (Koul,
2008; Sellam et al., 2015). Cabe sefalar que el anetol, como componente
mayoritario combinado con otras moléculas en el aceite esencial de T. filifolia,
tiene una mayor actividad biolégica que en estado puro (Camarillo et al., 2009),
evidencia que sugiere un efecto de sinergismo (Koul, 2008). El anetol y el estragol
se encuentran en otras especies aromaticas como estragon (Artemisia
dracunculus), albahaca (Ocimum basilicum), hinojo (Foeniculum vulgare), anis
(Pimpinella anisum) y anis estrella (lllicium verum) (Freire et al., 2005; Rietjens
et al., 2005).

Cuadro 3. Composicién quimica del aceite esencial de T. lucida de Atotonilco el
Grande, Hidalgo.

Pico Compuesto Tlen-wpo de- Area Porcentaje
retencion (min)

1 B-Mirceno 3.93 1336863 2.32
3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno 4.60 425990 0.74

3 3,7-dimetil-1,6-Octadieno- 5.30 808900 1.40
3-ol
Estragol 6.67 28073041 48.84
4-metoxibenzaldehido 7.43 742814 1.29
1-metoxi-4-(1-propenil) 7.86 20569878 35.78
benceno (anetol)

7 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil) 9.32 1300116 2.26
benceno
Oxido de cariofileno 11.72 836063 1.45
Acido trans-13- 17.09 3384380 5.88
octadecanoico
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Figura 5. Cromatograma de los componentes del aceite esencial de T. lucida.

2.5.2 Evaluacioén de la actividad antimicodtica

En los dos experimentos, las caracteristicas morfoldégicas que presentaron los
hongos fueron como sigue. En A. niger, el crecimiento del hongo al inicio
mostraba colonias blancas y a partir de las 72 h éstas se volvieron negras y con
una textura similar a semillas de pimienta; F. oxysporum mostré colonias blancas
al inicio y posteriormente se tornaron color purpura, de textura algodonosa y
produjeron un pigmento purpura que se difundi6 en el medio de cultivo;
P. janthinellum present6 colonias de coloracion verde grisaceo, de forma plana,
aterciopeladas y fasciculadas, conforme crecia, era notoria una notable
produccion de exudados, probablemente metabolitos secundarios; R. solani
desarrolld colonias de color café pardo y planas al inicio de su crecimiento,
posteriormente presentd la formacion de una superficie algodonosa de color
blanco, al finalizar su crecimiento, se observo una pigmentacion verde oscuro.
Las caracteristicas morfolégicas de los hongos coincidieron con lo reportado para
estas especies en sus diferentes fases con un crecimiento limitado, pero sin

dafios aparentes (Agrios, 1995).
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En el Experimento 1, el diametro inicial del micelio en el medio de cultivo con
Benomil® se mantuvo sin cambio en los diferentes momentos de registro de esta
variable, es decir, no hubo crecimiento significativo al término de la evaluacién
(2.5 mm, P<0.05) (Cuadro 4), respuesta que coincide con otros resultados como
el de Villa et al. (2015) donde se reporta un efecto fungicida del Benomil® (testigo
de referencia) con valores superiores al 95 % de actividad. Por el contrario, en el
testigo absoluto, el crecimiento del micelio tuvo el mayor didmetro (9.0 mm)
(Cuadro 4). La concentracion del aceite esencial, la especie fungica y su
interaccion influyeron (P<0.05) el crecimiento micelial de los hongos
fitopatdogenos estudiados (Cuadro 4). Considerando el factor concentracion del
aceite, el diametro de la zona de crecimiento de los hongos fue disminuyendo
proporcionalmente al aumentar la concentracion (Cuadro 4); este efecto se ha
observado en trabajos previos de evaluacion de extractos de Tagetes en hongos
(Céspedes et al.,, 2006). La tendencia observada en la disminucion del
crecimiento micelial permite suponer que con mayores concentraciones de aceite
se podria lograr la inhibicién total de crecimiento y quiza la muerte del hongo, tal
consideracion motivé plantear el segundo experimento que se comentara mas
adelante. En cuanto al crecimiento del diametro del micelio y su relacién con las
diferentes especies de hongos (Cuadro 4), se encontré6 que los ascomicetos
A. niger y P. janthienllum respondieron de manera similar (8.0-8.1 mm), con
crecimiento mayor (P<0.05) comparado con el del basidiomiceto R. solani y el
deuteromiceto F. oxysporum, ambos de crecimiento micelial parecido (6.7-7.1
mm); estas diferencias se podrian atribuir a la naturaleza genética de estos
organismos. En cuanto al efecto de interaccién, destacd que con 0.1y 1 % de
aceite de T. lucida aplicados a las cuatro especies de hongos se logré menor
diametro micelial (P<0.05) con respecto del testigo absoluto (Cuadro 4),
confirmando el efecto bioldgico del aceite. También fue notorio que con 0.1 % de
aceite, el diametro del micelio de F. oxysporum y de R. solani fue menor (P<0.05)
(4.86.8 mm) que el de A. niger y de P. janthinellum (7.4-7.9 mm) (Cuadro 4),
respuesta que confirma cierta especificidad entre el tipo de hongo y la naturaleza

guimica del aceite. Al respecto, agentes antimicéticos en ascomicetos impiden el
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crecimiento del hongo en condiciones in vitro, afectan su capacidad esporulativa,
2011);

basidiomicetos, el mecanismo de accién antifingica esta dado por compuestos

y la germinacion de conidios (Castellanos et al., en hongos
flavonoides de efecto biocida (Céspedes et al., 2006). Finalmente, en cada
especie de hongo las dos concentraciones de aceite no influyeron con
significancia estadistica el diAmetro del micelio (Cuadro 4), resultado que tendria

implicaciones economicas favorables de aplicar la concentracion de 0.1 %.

Cuadro 4. Comparacion de medias del crecimiento micelial (didmetro) y
porcentaje de reduccion del crecimiento micelial (%) de A. niger, F. oxysporum,
P. janthinellum y R. solani a 15 dias de la siembra in vitro del in6culo expuesto a
0.1y 1.0 % de aceite esencial.

Diametro en mm de la circunferencia del micelio y reduccion del

Aceite T. lucida crecimiento (%)

(%) y testigo

A. niger F. oxysporum P. janthinellum R. solani Factor (C)
Experimento 1 Interaccion (HxC)
0.0 9.1+0.2 a# 9.0t1l.1a 9.1+0.3 a 9.1+0.5a 9.0+05A
(0) (0) (0) (0) (0)
o1 7.9+0.8b 6.3t1.2c 7.8t0.9b 6.8t0.6c 7.2+0.9B
(13.2) (30.0) (14.2) (25.2) (20.6)
10 7.1+1.1 bc 4.8+0.2 cd 7.4+0.1 bc 55+0.7c 6.2+0.6 C
(21.9) (46.6) (16.6) (39.5) (31.2)
8.0+t0.4 A 6.7+0.8 B 8.1+0.5 A 7.1+0.6 B
Factor (H)
(11.6) (25.5) (10.2) (21.5)
. 1.5+0.5d 1.4+0.6d 1.5+0.8d 1.540.3d 1.5+0.5D
Benomil® 1.0
(83.5) (84.4) (83.5) (83.5) (83.7)
Experimento 2 Interaccion (HxC)
0.0 9.0+0.3 a 9.1+04 a 8.9+0.4 a 9.1+0.5a 0.040.4 A
(0) (0) (0) (0)
20 6.6+0.6 b 4.7+0.2 c 6.8+0.6 b 3.9+t0.6c¢c 5.5+0.5B
(26.6) (48.3) (23.6) (57.1) (38.9)
3.0 6.4+0.7 b 4.2+0.6 c 6.7+0.3 b 2.840.5cd 5.0+0.5B
(28.8) (53.8) (24.7) (72.5) (44.9)
Factor (H) 7.3t05 A 6.0+0.4 B 7.5+0.4 A 5.3t0.5C
(18.4) (34.0) (16.1) (43.2)
Benomil® 1.0 1.6£0.6d 1.440.5d 1.6+0.3d 1.5+0.1d 15404 C
(82.2) (84.6) (82.0) (83.5)

Z Valores con la misma letra mindscula o mayuscula dentro de la columna o mayuscula dentro
de fila son iguales estadisticamente (Tukey, P<0.05).
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La reduccién de la tasa de crecimiento micelial de los cuatro hongos expuestos
al aceite de ‘pericon’ de Atotonilco el Grande, desde 23 hasta 46 % (Cuadro 4),
es indicador de un efecto fungistatico de este extracto vegetal que contiene ocho
compuestos quimicos distintos, con abundancia de estragol y anetol (Cuadro 3).
Este efecto fungistatico causado por el aceite de T. lucida se habia detectado
previamente contra Sclerotium rolfsii y Monilinia fructicola, hongos importantes
en postcosecha de productos agricolas (Barajas et al., 2011). Para los
ascomicetos (A. niger y P. janthinellum), la tasa de reduccion de micelio de 13 a
21 %, comparada con la registrada para el basidiomiceto R. solani (25 a 39 %) y
el deuteromiceto F. oxysporum (30 a 46 %), es indicadora de que la actividad
bioldgica del aceite de la poblacion Atotonilco en las concentraciones ensayadas
no parece tener alcances promisorios contra los ascomicetos en este

experimento.

En el Experimento 2, el micelio en el medio de cultivo con Benomil® no presentd
un incremento significativo (1.5 mm) (P<0.05) al término del experimento (Cuadro
4), mientras que el micelio del testigo absoluto tuvo el mayor diametro (9.0 mm,
Cuadro 4). El tamafio del micelio de los hongos fitopatdégenos, al igual que en el
Experimento 1, resultd influido (P<0.05) por la especie fungica (Cuadro 4): los
fitopatdgenos no esporulativos (F. oxysporum y R. solani) resultaron menos
afectados que los esporulativos (A. niger y P. janthinellum). Por otra parte, no
hubo efecto de concentracibn en el didmetro micelial aunque éste fue
relativamente menor comparado con lo observado en el primer experimento
(Cuadro 4). Considerando el efecto de interaccion, se observo que 2y 3 % de
aceite de T. lucida ocasiona menor diametro y mayor porcentaje de reduccion
micelial en F. oxysporum (4.7-4.2 mm; 48 y 53 %) y en R. solani (3.9-2.8 mm; 57
y 72 %), con respecto del testigo absoluto (9.0-9.1 mm) y en comparacioén con
A. niger (6.6-6.4 mm; 26-28 %) y P. janthinellum (6.8-6.7; 23-24 %) (Cuadro 4).
Estos resultados coinciden parcialmente con lo reportado por Castellanos et al.

(2011) quienes indican que el micelio de R. solani resulta inhibido por extractos
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metandlicos de T. lucida en dosis de 240 pg/mL. La poca inhibicion de los hongos
A. niger y P. janthinellum se debe a su actividad esporulativa, ya que esporas y
conidios pueden ser mas resistentes ante algunos agentes antimicoticos (Barajas
et al., 2011); por lo tanto, la actividad biologica del aceite de esta poblacion de

T. lucida en los ascomicetos estudiados no es promisoria, como arriba se sefialo.

En general, se conoce que fenilpropanoides como el estragol y el anetol que se
encuentran en el aceite esencial de la poblacion Atotonilco, son metabolitos
secundarios que también estan presentes en otras especies vegetales como el
hinojo (Foeniculum spp) o el anis (Pimpinela anisum) cuyo aceite posee actividad
fungistatica o fungicida (Freire et al., 2005; Rietjens et al., 2005; Sellam et al.,
2015). En el caso de la actividad biologica del Benomil®, el mecanismo esta
dado por la accion inhibitoria de la sintesis de ergosterol, que es un componente
estructural de la membrana de los hongos, causando deformaciones y

proliferacion anormal de tubos germinativos (Purez, 1983).

La aplicacion de sustancias sintéticas o naturales contra hongos fitopatégenos
debe valorar las implicaciones al ambiente y al humano, asi como su viabilidad
técnica-econdmica; en este ultimo sentido, la extrapolacién del rendimiento de
biomasa y de aceite de la poblacion de T. lucida en condiciones de secano en
Atotonilco, Hidalgo, asi como el destacado efecto fungistéatico evaluado contra los
hongos F. oxysporum y R. solani, permiten estimar que con un rendimiento de
2,000 kg de biomasa fresca por hectarea obtenido por recoleccién en las areas
naturales de Atotonilco y con un rendimiento de aceite esencial de 0.28 %, se
podrian obtener cerca de 5.6 L de aceite esencial (Cuadro 2), con lo cual se
podrian formular mas de 1000 L de biopesticida al 1 % y mas de 10 000 L al 0.1
%. Por lo tanto, este recurso natural de Atotonilco, Hidalgo puede tener buenas
perspectivas en agricultura ecoldgica contra tales hongos; su evaluacion en
campo resultara conveniente, a la vez que fomentar el manejo agroecoldgico de
la poblacion de ‘pericon’ para aumentar el nUmero de plantas por unidad de

superficie.
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2.6 CONCLUSIONES

La productividad en aceite esencial de la poblacion natural de T. lucida de
Atotonilco, Hidalgo no fue alta y los componentes mayoritarios en el aceite fueron
anetol y estragol. Las pruebas de evaluacion in vitro contra los hongos
fitopatdgenos bioensayados evidenciaron un efecto fungistatico del aceite,
especialmente contra el hongo R. solani en la condicion de alta concentracion del

aceite.
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CAPITULO IIL.
COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE POBLACIONES DE Tagetes
spp DE HIDALGO, MEXICO

3.1 RESUMEN

Tagetes es un recurso fitogenético aromatico de México que poco se ha
estudiado en su caracterizacion quimica. En el presente estudio se obtuvieron
muestras in situ de tallos florales de 53 poblaciones correspondientes a seis
especies distribuidas en ocho tipos de climas del Estado de Hidalgo, de las cuales
se extrajo aceite esencial mediante hidrodestilacion y se analiz6 por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los compuestos
mayoritarios en las poblaciones fueron: 3-ocimeno (21.22 a 44.10 %), terpinoleno
(15.2 a 43.3 %) y verbenona (16.6 a 48.2 %) en T. erecta; estragol (28.3 a 45.1
%), anetol (31.3 a 47.3 %), limoneno (23.4 a 33.1 %) y B-cuvebeno (35.5 a 39.6
%) en T. filifolia; limoneno (23.4 y 33.1 %) y B-cuvebeno (39.6 y 35.5 %) en
T. micrantha; B-ocimeno (10.5 a 25.1 %), acetato de geranilo (25.2 a 41.3 %),
estragol (22.5 a 48.8 %), metil eugenol (52.2 %) y anetol (17.7 a 35.8 %) en
T. lucida; a-pineno (14.4 a 24.1 %), B-felandreno (14.5 a 23.1 %) y limoneno (31.3
a 55.2 %) en T. lunulata; a-pineno (14.1 a 25.4 %), terpinoleno (13.3 a 23.2 %),
verbenona (18.4 a 24.4 %), cariofileno (13.2 a 27.3 %) y B-farneseno (15.8 %) en
T. patula. La presencia-ausencia de compuestos en los aceites esenciales estuvo
relacionada con factores ambientales como clima y altitud de los puntos de

colecta.

Palabras clave: Tagetes, aceite esencial, composicion quimica.
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CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL OF Tagetes spp
POPULATIONS OF HIDALGO, MEXICO

3.2 ABSTRACT

Tagetes is an aromatical plant resource of Mexico that has been little studied on
its chemical composition. In the present study floral stems were sampled in situ
from 53 plant populations growing at eight different climates of Hidalgo province
to obtain essential oils by hydrodistillation and then analyzed by GC-ME. Major
compounds in plant populations were: 3-ocimene (21.22 to 44.10 %), terpinolene
(15.2 a 43.3 %) and verbenone (16.6 a 48.2 %) in T. erecta; estragole (28.3 to
45.1 %), anethole (31.3 to 47.3 %), limonene (23.4 to 33.1 %) and B-cuvebene
(35.5t0 39.6 %) in T. filifolia; limonene (23.4 to 33.1 %) and B-cuvebene (35.5 to
39.6 %) in T. micrantha; B-ocimene (10.5 to 25.1 %), geranile acetate (25.2 to
41.3 %), estragole (22.5 to 48.8 %), methyl eugenol (52.2 %) and anethole (17.7
to 35.8 %) in T. lucida; a-pinene (14.4 to 24.1 %), B-felandrene (14.5 to 23.1 %)
and limonene (31.3 to 55.2 %) in T. lunulata; a-pinene (14.1 to 25.4 %),
terpinolene (13.3 to 23.2 %), verbenone (18.4 to 24.4 %), cariofilene (13.2 to 27.3
%) and B-farnesene (15.8 %) in T. patula. The presence-absence of compounds
in essential oils was related to environmental factors such as climate and altitude

of collection points.

Index words: Tagetes, essential oil, chemical composition.

33



3.3 INTRODUCCION

Los aceites esenciales son el producto final del metabolismo secundario de
plantas aromaticas, se trata de cualquier aceite volatil de una planta que contiene
diferentes componentes aromaticos que proporcionan distintos sabores y
aromas; se encuentran en diferentes partes de la planta como en hojas, tallos,
corteza, flores, raices y frutos (Koul et al., 2008). Estos metabolitos secundarios
se conforman principalmente por 4&cidos, aldehidos, cetonas, ésteres,
fenilpropanos, terpenos y terpenoides (Greathead, 2003), que pueden propiciar
un efecto biolégico contra diferentes organismos como hongos, &caros,

nematodos e insectos (Koul et al., 2008).

Entre otras familias botanicas que se caracterizan por la produccion de aceites
esenciales y su actividad biologica, se encuentra la familia Asteraceae (Bernath,
2009); Tagetes, es uno de los géneros de esta familia, el cual se integra por
aproximadamente 56 especies distribuidas en el Continente Americano, desde el
sureste de Estados Unidos hasta Argentina, aunque la mayoria de ellas se
localiza en México (Soule, 1996). Las plantas de Tagetes comuUnmente son
herbaceas anuales, aunque las hay perennes, de aromas particulares que se
liberan al ser estrujadas (Calderon y Rzedowski, 2001). Diversas propiedades
biolégicas de estas plantas se han reportado, especificamente contra virus,
bacterias, hongos, nematodos, insectos y malezas (Serrato y Quijano, 1993).
Existen diferentes factores que influyen en el rendimiento y composicion del
aceite esencial de una planta aroméatica, como el origen del material vegetal, la
variabilidad entre individuos, el estado fenoldgico de la planta, los procedimientos
de obtencidn del aceite y las condiciones ambientales naturales o bajo cultivo en

las que se encuentran las plantas (Marotti et al., 2004).

Para el género Tagetes se reportan al menos 126 metabolitos secundarios en el
aceite esencial y entre los principales grupos quimicos se encuentran: alcoholes,
éteres, aldehidos, cetonas, ésteres, derivados fendlicos, feniltropanoides,
tiofenos, triterpenoides, alcaloides, flavonoides y carotenoides (Marotti et al.,
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2004; Xu et al., 2012). Por otra parte, el tipo de metabolito secundario y su
cantidad en los aceites esenciales de Tagetes varian de acuerdo con la
constitucion genética de la especie o sus poblaciones y las condiciones en que
se desarrollan las plantas (Krishna et al., 2002; Sefidkon et al., 2004), lo cual
significa que para el aprovechamiento de este recurso natural, que es abundante
en México (Serrato, 2014), es necesaria la caracterizacion del perfil de aceites,
asumiendo la hipétesis de que las condiciones ambientales, que también son
muy diversas en México, pueden influir en el contenido de aceite esencial. Para
ilustrar el fendmeno de variabilidad quimica y ambiental en Tagetes, se ha
encontrado que la composicion del aceite esencial de poblaciones de T. lucida
de Costa Rica, Guatemala y México es diferente; por ejemplo, unas pueden
contener metil cavicol (38.9 %), metil eugenol (24.3 %) y anetol (23.8 %) (Bicchi
et al., 1997); pero otras pueden contener metil eugenol (80 %) y metil cavicol (12
%) (Marotti et al., 2004) o solamente metil eugenol (95 -97 %) (Ciccio, 2004). Un
fendmeno similar se consigna para poblaciones de T. filifolia originarias de
diferente sitios geogréaficos de México (Serrato et al., 2008) y de Argentina
(Maestri et al., 1991).

Considerando la importancia potencial del recurso fitogenético Tagetes de
México como fuente de bioplaguicidas para la agricultura, durante 2008-2012 en
el Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos de la SAGARPA se
implementaron trabajos de colecta de germoplasma a nivel nacional
conformando un importante acervo de accesiones de este taxa que se encuentra
en la fase de caracterizacion. Entre las accesiones se reconocen 230 del Estado
de Hidalgo, que pertenecen a seis especies; esta entidad se ubica en la region
centro-oriental de México con superficie de 20 846 km2 (INEGI, 2007) y se divide
en diferentes zonas con gran diversidad de vegetacion conformada por 4 000
especies (Villavicencio et al., 1998). Tal diversidad floristica se localiza en la zona
Otomi-Tepehua, Sierras de Hidalgo y de Pachuca, valles de Tulancingo y del
Mezquital, la Huasteca, barranca de Metztitlan (Rzedowski, 1996; INEGI, 1992).

En la mayoria de esas regiones se distribuye Tagetes, areas donde también se
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presentan problemas de sanidad vegetal en sistemas de produccion agricolas
(Santana, 2015).

Atendiendo a la diversidad ambiental del Estado de Hidalgo y el uso potencial del
recurso fitogenético Tagetes para su aprovechamiento en problematicas de
sanidad vegetal en sistemas de produccion agricolas en la entidad, en el presente
trabajo se pretende dar un panorama general de la composicion del aceite
esencial de poblaciones in situ de Tagetes de diferentes regiones de Hidalgo con
la finalidad de aportar informacion basica sobre la fitoquimica de este recurso
natural que favorezca posibles acciones sobre su uso sustentable en agricultura

y al mismo tiempo enriquecer la bases de datos del banco de germoplasma.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material vegetal y procedencia

Durante los meses de octubre y noviembre de 2014 en diferentes localidades del
Estado de Hidalgo se colecté tejido fresco de la parte aérea de plantas de 53
poblaciones de Tagetes en etapa fenolégica de floracion terminal; los lugares de
recolecta (Figura 6, Cuadro 5) correspondieron a los detectados en una
exploracién previa realizada por la Universidad Politécnica Francisco |. Madero,
en el Estado de Hidalgo en 2012, en la que se obtuvieron muestras de semillas
que se ingresaron al Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, México
(BANGEV, UACh). Los tallos florales recién cortados se conservaron en agua
hasta su utilizacion. La identidad taxon6mica de las especies se verificd
consultando el herbario HGOM del Centro de Investigaciones Biologicas
perteneciente a la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo y el herbario
CHAP perteneciente a la Division de Ciencias Forestales de la Universidad

Autonoma Chapingo.
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Figura 6. Localizacién geografica de los puntos de recolecta de las especies de
Tagetes del Estado de Hidalgo. Escala 1: 250 000.

Cuadro 5. Sitios de coleccién de tallos florales de poblaciones de Tagetes en el
Estado de Hidalgo.

Altitud Coordenadas Geodésicas

Poblacion Id. Localidad
(msnm) Longitud Latitud

T. erecta ERO1 Actopan, Actopan 1961 -98.9834361 20.2728194
T. erecta ERO2 Papatatla, Calnali 275 -98.4504278 20.9011528
T. erecta ERO3 Huatepango, Chapulhuacén 956 -98.9038889 21.1547222
T. erecta ERO4 UPFIM, Francisco. | Madero 2018 -99.0905556 20.2227778
T. erecta ERO05 Tehuetlan, Huejutla de Reyes 321 -98.5076000 21.0535778
T. erecta ERO6 Ixmiquilpan, Ixmiquilpan 1700 -99.2166667 20.4833333
T. erecta ERO7 El Chote, Jaltocan 225 -98.5418861 21.1277222
T. erecta ERO8 Molango, Molango 468 -98.7255139 20.7908389
T. erecta ER09 San Agustin Tlaxiaca, San Agustin Tlaxiaca 2324 -98.9013139 20.1212500
T. erecta ER10 Buena Vista, San Bartolo Tutotepec 959 -98.2052778 20.3930556
T. erecta ER11 San Felipe, San Felipe Orizatlan 187 -98.6179556 21.1680944
T. erecta ER12 Tasquillo, Tasquillo 1873 -99.4833333 20.6166667
T. erecta ER13 Tenango, Tenango de Doria 1652 -98.2266667 20.3355556
T. erecta ER14 San Juan, Tepehuacan Guerrero 882 -98.8441667 21.0130556
T. erecta ER15 Tizayuca, Tizayuca 2273 -98.9833333 19.8333333
T. erecta ER16 Tlaxcoapan, Tlaxcoapan 2073 -99.2032806 20.1005000
T. erecta ER17 Tula, Tula 2083 -99.3500000 20.0500000
T. erecta ER18 Yahualica, Yahualica 665 -98.3805528 20.9530278
T. filifolia FLO1 Santa Maria, Chapulhuacan 956 -98.9038888 21.1547222
T. filifolia FLO2 La Cuesta Colorada, Jacala 1690 -99.1719444 21.0052778
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Continuacion Cuadro 5

T. filifolia FLO3 Juliapan, Pacula 1322 -99.2955556  21. 0497222
T. filifolia FLO4 Chilijapan, Tepehuacéan Guerrero 882 -98.8441667 21.0130556
T. lucida LCo1 Apan, Apan 2546 -98.4384078 19.7126605
T. lucida LC02 Ojo de Agua, Arenal 2143 -98.877625 20.2146778
T. lucida LCO03 Tiltepec, Atotonilco el Grande 2021 -98.6827778 20.3130555
T. lucida LC04 Santa Maria, Chapulhuacan 956 -98.9038889 21.1547222
T. lucida LCO05 El Guajolote, Epazoyucan 2451 -98.6408093 20.0153681
T. lucida LC06 La Puerta, Huautla 491 -98.2701472 21.0491306
T. lucida LCO7 Santa Catarina, Huejutla de Reyes 168 -98.3496944 21.1218806
T. lucida LCO08 Ixmiquilpan, Ixmiquilpan 1699 -99.254325 20.5038667
T. lucida LC09 Panalito, Jacala 1690 -99.1719444 21.0052778
T. lucida LC10 Cobrecito, La Mision 1454 -99.1233333 21.0897222
T. lucida LC11 Camino al Real, Pachuca 2397 -98.7358333 20.1225000
T. lucida LC12 Juliapan, Pacula 1322 -99.2955556 21.0497222
T. lucida LC13 Tasquillo, Tasquillo 1873 -99.4833333 20.6166667
T. lucida LC14 San Juan, Tepehuacan Guerrero 882 -98.8441667 21.0130556
T. lucida LC15 Las Manzanas, Zimapéan 2002 -99.2519444 20.8922222
T. lunulata LNO1 Actopan, Actopan 1961 -98.9834361 20.2728194
T. lunulata LNO02 San Juan Tepatepec, Francisco. | Madero 2008 -99.0622111 20.2165167
T. lunulata LNO3 El Pinalito, Jacala 1690 -99.1719444 21.0052778
T. lunulata LNO4 Camino al Real, Pachuca 2397 -98.7358333 20.1225000
T. lunulata LNO5 Pacula, Pacula 1322 -99.2955556 21.0497222
T. lunulata LNO6  San Agustin Tlaxiaca, San Agustin Tlaxiaca 2417 -98.8741611 20.1101778
T. lunulata LNO7 Tasquillo, Tasquillo 1873 -99.4833333 20.6166667
T. lunulata LNO8 Santiago Tulontepec, Tulancingo 2155 -98.3803611 20.0745556
T. lunulata LNO9 Zempoala, Zempoala 2467 -98.6705556 19.9186111
T. micrantha MCO01 Buena Vista, San Bartolo Tutotepec 959 -98.2052778 20.3930556
T. micrantha MCO02 Tepeapulco, Tepeapulco 2546 -98.4384078 19.7126605
T. patula PTO1 El Rincén, El Arenal 2029 -98.9166667 20.2166667
T. patula PT02 Molango, Molango 1648 -98.7255139 20.7908389
T. patula PTO3 Nando, San Bartolo Tutotepec 1959 -98.2052778 20.3930556
T. patula PTO4 Tasquillo, Tasquillo 1873 -99.4833333 20.6166667
T. patula PTO5 San Cristobal, Tlanchinol 1537 -98.6592917 20.9887806

3.4.2 Caracterizacion del medio ecologico de los sitios de colecta de las

poblaciones

Para la descripcion del medio ecoldgico se elaboraron mapas de los puntos
donde se colectaron las 53 muestras de Tagetes en Hidalgo. El mapa de clima
se elaboré a partir del conjunto de datos de climas escala 1:250 000 (INEGI,
2007), por medio del programa de analisis geoestadisticos ArcGIS v.10.3.1.
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3.4.3 Extraccién e identificaciéon de compuestos

Desde la recolecta de los tallos florales hasta la realizacion de la destilacion
transcurrieron alrededor de 2 h. El material vegetal se corté en trozos de 4 a 5
cm utilizando un cuchillo de cocina. La extraccién del aceite esencial se llevo a
cabo mediante hidrodestilacion en un destilador de cristal modelo italiano de 6 L
de capacidad. La cantidad de tejido fresco fue de 1.5 kg y se hicieron tres
repeticiones; el periodo de la destilacion, a partir del inicio de la precipitacion de
los extractos, fue de 45 min hasta terminar del proceso. Los destilados
correspondieron a una fase acuosa y otra aceitosa, las cuales se separaron y
almacenaron en frascos ambar de 5 mL de capacidad, manteniéndolos en un

cuarto oscuro a temperatura ambiente de 18 °C.

Para la identificacion de los componentes del aceite esencial se utilizé el extracto
Oleo de la destilacion y se realiz6 mediante cromatografia de gases con detector
de masas (Adams, 2001). El cromatégrafo correspondié al modelo CG 7890A
(Agilent Technologies, USA) acoplado a un detector selectivo de masas 5975C
Inert MSD con un detector triple eje (Agilent Technologies, USA) con ionizacion
por impacto eléctrico (IE) de 70 eV. Se utiliz6 una columna HP-5ms® (California,
USA), empacada con 5 % difenil-95 % dimetilpolisiloxano. Las temperaturas del
inyector y del detector se mantuvieron a 250 y 280 °C, respectivamente, y se
alcanzaron a una velocidad de 10 °C mint. La temperatura inicial del horno fue
de 70 °C durante 1 min y posteriormente se programOé para alcanzar las
temperaturas y la velocidad antes sefaladas. La velocidad de flujo del gas
acarreador (helio) se mantuvo a 1 mL mint. Las muestras se diluyeron (1/100)
en acetona (v/v) de 1 uL y posteriormente se inyectaron manualmente en el
equipo en modo “Split” automatico mediante un inyector 7683D (Agilent

Technologies, USA); se realizaron tres repeticiones.

El porcentaje de abundancia relativa se obtuvo a partir del porcentaje de area
total de los picos cromatograficos dividiendo el area de cada pico entre esta y
multiplicando por 100. Como compuestos mayoritarios se consideraron aquellos

con mas de 5 % de abundancia relativa y elementos traza aquellos con menos
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del 5 % (Stashenko et al., 2003). El intervalo de masas detectado fue de 35-500
m/z. Los compuestos n-alcanos, n-octano (C8 H18) y n-octadecano (C18 H38),
se usaron como referencias en el calculo de los indices de Kovats. La
identificacion de los componentes se realizd por comparacion de los indices de
retencion relativa, mas los espectros de masas comparados con la base de datos
NIST 05 del sistema GC-MS (National Institute of Standard and Technology) y
con los datos espectrales publicados por la Carol Stream Corp., USA (Adams,
2001).

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Caracterizacion del medio ecoldgico de los sitios de colecta de las

poblaciones

La mayor parte de las muestras de Tagetes se ubicaron en clima arido y
semiarido, seguidas del templado y el calido (Figura 7) (INEGI, 2007).

Simbologia
T. lucida
T. filifolia
T. erecta
T. lunulata

T. patula

® 0oce >N

T. micrantha

[ calido humedo
Calido subhumedo
Semicalido
Templado
Frio

Arido

- Semiarido

O Kilometers b j .
0510 20 30 40 - Muy arido

Figura 7. Mapa de la localizacién geogréfica de los puntos de colecta de las
especies de Tagetes y climas del Estado de Hidalgo. Escala 1: 250 000.
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La especie T. erecta se encontrd en todos los tipos de clima; T. lucida ausente
en el clima calido humedo y el clima muy arido; T. filifolia prevalecio en climas
calido subhimedo, semicélido, templado y frio, mientras que T. micrantha en
semicalido y templado; T. lunulata en el templado, &rido y semiarido; T. patula se

asocio con climas semicalidos, templados, aridos y semiaridos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Especies de Tagetes en distintos climas del Estado de Hidalgo.

. Especie
Clima

T.erecta T.filifolia  T.lucida  T.lunulata T.micrantha T. patula
Calido humedo X

Calido subhimedo X X X

Semicalido X X X X X
Templado X X X X X X
Frio X X X

Arido X X X X
Semiérido X X X X
Muy Arido X

3.5.2 Identificacion de compuestos del aceite esencial

De todas las poblaciones se obtuvo aceite esencial y se identificaron sus
compuestos quimicos (Cuadros 7 a 11). En las 18 poblaciones de T. erecta
(Figura 7) se detectaron 24 compuestos, tres mayoritarios (B-ocimeno,
terpinoleno y verbenona) y 21 en menor proporcion (Cuadro 7); 13 de las
poblaciones contenian [(-ocimeno (21.22 a 44.10 %), en 7 se encontrd
terpinoleno (15.25 a 43.28 %) y en 10 verbenona (16.58 a 48.21 %), estos
compuestos han sido reportados para esta especie (Singh et al., 2003; Sefidkon
et al., 2004; Pérez et al., 2006). El B-ocimeno es un terpeno comdn en especies
de Tagetes (Gil et al., 2000), se caracteriza por su olor agradable, utilizado en
perfumeria y con propiedades de defensa en plantas debido a su actividad
antifngica (Fahlbusch et al., 2003). El terpinoleno es otro terpeno comun en la
composicion del aceite esencial de T. erecta (Sefidkon et al., 2004) y de otras

especies como T. subulata y T. patula (Armas et al., 2012); se le atribuyen
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propiedades antimicrobianas y antifungicas (Carson el al., 1995; Dorman et al.,

2000; Hernandez et al., 2003). La verbenona pertenece al grupo de terpenos

presente en el aceite esencial de T. minuta (Ramaroson et al., 2009), T. terniflora

y T. zypaquirensis (Zapata et al., 2015) metabolito secundario utilizado como

repelente contra un coledptero que ataca coniferas (Gillete et al., 2009).

Cuadro 7. Porcentaje de abundancia relativa del aceite esencial de poblaciones
in situ de T. erecta del Estado de Hidalgo.

Poblacion
Compuesto
o o o o o o o o o ~ I I I I — — — ‘—c
o o o o o o o o o o o o o o o o o o
L L L L L L L L L L L L L L L L L L
1. Sabineno 218 243 122 327 3.28 123 3.16 4.97 146  1.28
2. B-ocimeno 3467 2343 3636 4410 2143 723 1002 3536 3275 36.36 7.35 54.32 4135 3340 2122 3233
3. Terpinoleno 6.03 17.32 541 3625 6.21 1525 322 4328 3157 34.32 731 19.18
4. cis-p-Mentha-2,8-
. 2.56 372 203 080 5.21 459 229 112 212 3.59 1.42
dien-1-ol
5. Ester de vinilo del
. o 260 255 6.34 3.75 1.65 231 156 324 229 267 324 180
acido sorbico
6. 1-butil-2-etil-
. 255 075  2.22 4.03 6.32 3.64 7.32
ciclopropeno
7. Teroien-4-ol 1.36 1.07 6.34 249 328 298 930 268 237
8. Timol 6.11 6.41 4.34 083 623 623 2.02 6.12 8.11
9. Estragol 5.97 5.04  4.48 1.95 146 1.95 449 216 514 327 328
10. Verbenona 730 1693 391 522 19.93 4821 37.98 1658 17.30 2122 37.23 33.25 823 813 24.02
11. Fenetil acetato 3.44 2.35 2.44 1.32 201 228 113
12. Isopiperitenona 449 276 424 7.95 229 176 831 532 1.04 332 239 562 211
13. Anetol 4.07 3.65 0.82 118 227 5.64 5.62 209 165
14. Linalool 116  6.49 323 236 7.32 7.22 4.24 1.32
15. Xileno 7.02 7.25 2.75 623 853 212 628 691 909 7.34 7.25
16. Guaieno 245 128 128 0.78 331 232 318
17. p-Menta-
. 5.59 804  9.02 722 821 735 11.43 9.22 8.28
1(7),8(10)-dien-9-ol
18. Cariofileno 8.99 6.43 258 331  7.99 317 799 767 0.45 067
19. B-Farneseno 1.64 065 313 064 324 1.28 0.52
20. B-Cuvebeno 532 258 455 722 322 122 323 381 322 2.55 2.19 3.22
21. y-Elemeno 332 288 299 673 218 8.32 126 301 2.39 356 609 299
22. Oxido de
o 383 112 326 203 481 105 728
cariofileno
23. Fitol 7.23 418 061 066 121 1.25 321 634
24. B-Vatireneno 1.12 047 301 050 198 047 050 287 229 201
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Para el caso de T. filifolia se identificaron 13 compuestos totales en las cuatro
poblaciones consideradas (Cuadro 8) y dos fueron mayoritarias: estragol, 28.36
a 45.16 %; y anetol, 31.31 a 47.31 %, los cuales solamente anetol y estragol se
han registrado previamente como mayoritarios para esta especie (De Feo et al.,
1998; Serrato et al., 2008). Ambos fenilpropanoides tienen efecto biolégico contra
diversas especies de insectos (Koul, 2008) y propiedades antimicrobianas
(Zygadlo et al., 1993 y 1994). En T. micrantha se detectaron 12 compuestos en
las dos poblaciones analizadas, pero sélo dos de ellos resultaron mayoritarios:
limoneno (23.4 y 33.1 %) y B-cuvebeno (35 y 39 %) (Cuadro 6). Comunmente el
aceite esencial de T. micrantha principalmente contiene el fenilpropanoide
estragol en abundancia (dato no publicado), pero en las poblaciones de Hidalgo
este compuesto sélo se presentd en una poblacion, mientras que en la otra
estuvo presente el fenilpropanoide anetol; estos compuestos se presentaron en
ambas poblaciones sé6lo como trazas (Cuadro 8). Limoneno y B-cuvebeno son
terpenos que no se habian reportado previamente para esta especie, lo cual

puede tener un gran significado para fitoquimica de Tagetes.

Cuadro 8. Porcentaje de abundancia relativa de compuestos en el aceite esencial
de algunas poblaciones in situ de T. filifolia y T. micrantha del Estado de Hidalgo.

Compuesto Poblaciones T. filifolia T. micrantha
FLO1 FLO2 FLO3 FLO4 MCO1 MCO2
a-Pineno 2.01 4.72 12.53 7.24
B-Felandreno 799 1338 6.33 3.16 11.70 10.09
Limoneno 6.16 8.46 224 23.45 33.15
Terpinen-4-ol 0.99 1.16 0.89
Estragol 45.16 38.48 28.36 34.22 0.80
Anetol 32.01 31.31 47.31 38.05 0.40
2-metil-5-(1-metilvinil-8-metilbiciclo[5.3.0]decano 0.52 1.97 5.22
Cariofileno 1.33 216 428 5.86
B-Cuvebeno 1.44 422 39.65 35.48
y-Elemeno 156 0.34 3.28 2.26
Spatulenol 0.84 322 421 0.48
Oxido de cariofileno 0.89 3.02 1.13
B-Vatireneno 287 1.18 3.12
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En las 15 poblaciones de T. lucida (Cuadro 9) se encontraron 24 compuestos, 8
mayoritarios y 16 en menor proporcion; entre los mayoritarios destacaron
B-ocimeno (10.5 a 25.1 %), acetato de geranilo (25.2 a 41.3 %), estragol (22.5 a
48.8 %), metil eugenol (52.2 %) y anetol (17.75 a 35.8 %). Comunmente el
estragol, metil eugenol y anetol son abundantes en esta especie (Bicchi et al.,
1997).

Cuadro 9. Porcentaje de abundancia relativa de compuestos en el aceite esencial
de algunas poblaciones in situ de T. lucida del Estado de Hidalgo.

Poblacién

Compuesto 4 8 2 5z 8 2 5 8 8 % 2 N = o3 9

s 8 g9 9 92 9 ¢ 8 ¢ ¢ g g9 9 9 -
B-Pineno 405  1.07 104 139 112 37 218 0.86 165 0.59
B-Mirceno 6.13 328 393 628 216 225 1.29 4,94 332 559 9.97
Cis-3-hexenol 1.36 251 1.04 13 101
Ocimeno 149  1.22 1.61 138  6.29 1.27 1.86
B-Ocimeno 2513 138 074 10.56 2247 1635 243 2399 1032 1152 2491 2129 1957 16.89
Linalool 2.03 3.54 1.59 0.84 116 147 119
Acetato de geranilo 26.08 11.79 4128 936 3246 2518 27.16 838 3172 3311 23.84 2592
Estragol 2256 48.84 23.67 10.45 846 2569 1.8
Humuleno 234 176 2.86 2.16 12.89 2.19 214 247 337
Metil eugenol 2.56 219 0.68 3.38 52.21 7.27 3.8
4-Metoxibenzaldehido 1.29 9.53 1.45 2.26
Anetol 23.61 3578 27.9 18.95 6.48 17.75 1.53
Isoeugenol metil éter 2.26 4.36
Cariofileno 332 534 432 365 574 1264 6.36 815 555 611 7.88 595
a-Cariofileno 0.71 2.59 2.1 182 164
Oxido de cariofileno 324 145 268 1.89 4.64 172
y-Elemeno 5.67 4.85 493 493 425 24 127
B-Farneseno 2.68 1.72 194 261 391
Nerolidol 6.03 461 917 11.34 6.64 10.64 12.52 7.2 865 7.68 9.18 993
Germacreno 9.51 1.91 578 4.8 8.16
B-Cubebeno 9.71 753 7.12 613 732 033 576 0.37 6.99 568
Elixeno 3.88 178 107 456 582 532
d-Cadineno 1.27 1.58 209 314 135 135 225
T-Cadinol 1.26 152 231 158 271 2.13 244 137
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El B-ocimeno, con alto porcentaje de abundancia (25.13 %) en este estudio, ya
se ha reportado en otras poblaciones (0.2 a 8.6 %) (Cicci6, 2004; Céspedes
et al., 2006); este compuesto tiene efecto antimicotico (Fahlbusch et al., 2003).
El acetato de geranilo se ha reportado en plantas como Daucus carota (Valente
etal., 2015) y Thapsia minor (Goncalves et al., 2012), pero no en Tagetes (Tucker
y Maciarello, 1996; Kyarimpa et al., 2014); este compuesto, posee propiedades
bactericidas, antifingicas y citotoxicas (Goncalves et al., 2012; Pinto et al., 2013;
Valente et al., 2015). La presencia de -ocimeno y acetato de geranilo como

mayoritarios en T. lucida es otro valioso hallazgo para la fitoquimica de Tagetes.

Por otra parte, los componentes nerolidol, cariofileno y humuleno a pesar de ser
minoritarios para este estudio, poseen actividad biolégica hacia diversos
organismos: el nerolidol es un sesquiterpeno que en dosis bajas (0,5-2 %)
presenta efecto fungicida hacia el hongo Microsporum gypseum (Lee et al., 2007)
ademas de ser utilizado en la industria farmacéutica (Arruda et al., 2005); por su
parte, al cariofileno, se le atribuye actividad antimicrobiana (Hernandez et al.,
2003) y antibacteriana (Romagnoli et al., 2005; Rondon et al., 2006) sobre
algunos patdgenos como Staphylococcus aureus (Coutinho et al., 2015); La
actividad de humuleno ha sido reportada bactericida frente a E. coli (De Souza
et al., 2011), no obstante tiene importantes aplicaciones en el campo de la
medicina al utilizarse en tratamientos contra la ansiedad, insomnio y sedante
(Franco et al., 2012).

En T. lunulata se detectaron 17 compuestos, tres mayoritarios y 14 menores en
sus nueve poblaciones (Cuadro 10); los mayoritarios fueron a-pineno (14.4 a 24.1
%), B-felandreno (14.5 a 23.1 %) y limoneno (31.3 a 55.2 %). La composicion del
aceite esencial de esta especie no se habia reportado previamente. El a-pineno
se ha encontrado en T. lacera como minoritario (Diaz et al., 2012), se le atribuyen
propiedades antimicrobianas contra Artemia salina, Pseudomonas aeruginosa y
Salmonella thyphi (Senatore et al., 2004; De Feo et al., 2005).
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Cuadro 10. Composicion quimica del aceite esencial de las poblaciones de
T. lunulata del Estado de Hidalgo.

Poblacién

Compuesto

LNO1 LNO2 LNO3 LNO4 LNO5 LNO6 LNO7 LNO8 LNO9
a-Pineno 1439 11.28 1992 1216 18.44 16.42 24.14
B-Felandreno 1456 22.14 15.51 18.91 21.19 23.11
Limoneno 31.35 4054 38.16 38.01 4221 3642 37.03 5213 5517
a-Terpineno 1.18 4.43 5.82 6.21 1.03
Terpinoleno 4.64 1.18 2.01 3.19 2.22
2,6-Dimetil-1-nonen-3-yn-5-ol 5.17 3.51 2.17 2.23 1.07
Terpinen-4-ol 10.51 4.67 10.03 9.83 132 1221 14.88  9.07
Estragol 4.23 3.13 2.18 3.24 421 3.01
Verbenona 5.63 4.17 3.28 117 311 3.18 2.16
Metil éster de &cido 4-decanoico 2.63 2.25 1.16 2.21 2.24 1.97
B-Maalieno 2.23 1.19 1.16 3.23 2.11 1.27
Cariofileno 3.34 3.26 1.32 4.17
B-Cuvebeno 1.96 1.32 2.16 3.31 1.17 2.16
y-Elemeno 2.75 2.37 421 6.21 2.19 2.21
o-Cadinene 2.23 1.62 217 1.21
Spatulenol 5.21 3.75 8.16 6.16 9.12 3.25 4.22
a-Cadinol 1.36 1.02 1.18 2.16 1.23

El B-felandreno se ha descrito como componente mayoritario en T. lucida (Vallejo
y Najera, 2016) y con actividad insecticida contra gorgojo de maiz (Sitophilus
zeamais). Al limoneno se le identifica como componente mayoritario en T. erecta,
T. patula y T. minuta (Hethelyi et al., 1986; Scrivanti et al., 2003); con efectos
insecticida y antimicético (Karr y Coats, 1988; Mazzanti et al., 1998).Por otra
parte, el terpinen-4-ol ha sido reportado como el componente principal del arbol
del té (Melaleuca alternifolia) presentando actividad bactericida y fungicida contra
numerosos organismos como lo son Bacillus typhosus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niges

y Proteus vulgaris (Brophy et al., 1989)

En el perfil de aceite esencial de las cinco poblaciones de T. patula (Cuadro 11),
se distinguieron 18 metabolitos secundarios, pero so6lo cinco mayoritarios:
a-pineno (14.1 a 25.4 %), terpinoleno (13.3 a 23.2 %), verbenona (18.4 a 24.4
%), cariofileno (13.2 a 27.3 %) y B-farneseno (15.8 %). Segovia et al. (2010)
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consignan al a-pineno y la verbenona, ambos terpenos, como componentes del
aceite esencial de T. elliptica con actividad antifingica y antibacteriana, pero con

mayor efecto biocida contra Staphylococcus aureus.

Cuadro 11. Porcentaje de abundancia relativa de aceite esencial de algunas
poblaciones de T. patula del Estado de Hidalgo.

Compuesto Poblacién

PTO1 PTO2 PTO3 PTO4 PTO5
a-Pineno 13.85 23.22 14.14 7.21 25.42
3,6,6-trimetil-2-norpinanol 2.57 2.78 11
Terpinoleno 16.00 14.02 16.52 23.22 13.33
Alocimeno 3.32 6.29 3.55 7.16
6-metil-6-hepta-4-yn-3-ol 1.36 1.41 3.42
2-(2-propenil)-biciclo[2.2.1]heptano 2.06 1.89
Estragol 2.40 3.51 1.17
Verbenona 18.42 9.76 3.19 24.47 10.21
Fentenil hexanoato 2.04 5.74 2.32 3.12
Piperitona 1.36 6.80
Farneseno 3.43 1.96 4.38
Trans-Jasmona 4.25 3.45 6.74
Cariofileno 24.01 15.42 17.26 27.31 13.22
B-Farneseno 15.81 3.25
B-Cuvebeno 1.94 1.58 3.02
Viridiflorina 1.97 9.38 10.01
B-Bisaboleno 4.14 3.43 4.03 3.26
Oxido de cariofileno 3.40 3.58 3.18 4.31

El terpinoleno y el cariofileno, también terpenos, presentes en las cinco
poblaciones estudiadas, ya se les habia reportado para esta especie y con
propiedades antibacterianas (Romagnoli et al., 2005; Rondon et al., 2006). El
B-farneseno es un sesquiterpeno referido como componente minoritario en
T. erecta con propiedades antibacteriales y fungicidas (Siva, 2014); este
compuesto Unicamente estuvo presente como mayoritario en una poblacién, por
lo que su presencia se podria relacionar con el ambiente o con la variabilidad

genética de la especie. Sin embargo, la viridiflorina, componente en menor
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abundancia para la mayoria de las poblaciones de esta especie es un alcaloide
gue ha sido reportado anteriormente para la familia Asteraceae pero del cual poco
se conoce sobre su actividad biologica (Edgar et al., 2002; EFSA, 2007).

3.5.3 Comparacion interespecifica de compuestos mayoritarios

En general, se identificaron 13 componentes mayoritarios en las poblaciones
estudiadas y compuestos propios de cada especie (Cuadro 12); por ejemplo, el
acetato de geranilo y metil eugenol solamente se presentdé en T. lucida, el
cariofileno y B-farneseno en T. patula, el B-cuvebeno en T. micrantha y

B-felandreno en T. lunulata.

Cuadro 12. Compuestos mayoritarios en los aceites de las poblaciones in situ de
Tagetes del Estado de Hidalgo.

Especie

Compuesto

T.erecta T.filifolia T.lucida T.lunulata T. patula
Acetato de Geranilo  (Monoterpeno) X
Anetol (Fenilpropanoide) X X
Cariofileno (Sesquiterpeno) X
Estragol (Fenilpropanoide) X X
Limoneno (Terpeno) X X
Metil eugenol (Fenilpropanoide) X
Terpinoleno (Terpeno) X X
Verbenona (Terpeno) X X
a-pineno (Terpeno) X X
B-cuvebeno (Terpeno) X
B-farneseno (Sesquiterpeno) X
B-felandreno (Terpeno) X
B-ocimeno (Monoterpeno) X X
Nerolidol (Sesquiterpeno) X
Humuleno (Sesquiterpeno) X
Viridiflorina (Fenilpropanoide) X
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También se encontraron moléculas comunes en al menos dos especies, fue el
caso del anetol 'y estragol presentes en T. filifolia vy
T. lucida; limoneno en T. micrantha y T. lunulata; terpinoleno y verbenona en
T. erectay T. patula; a-pineno en T. lunulata 'y T. patula, y B-ocimeno en T. erecta
y T. lucida. Esta diversidad de metabolitos secundarios, algunos de ellos como el
limoneno y B-cuvebeno en T. micrantha, el acetato de geranilo en T. lucida y el
perfil del aceite esencial de T. lunulata que por primera vez se registran, conforma
una referencia importante para avanzar en el conocimiento de la fitoquimica de
Tagetes de México, y especialmente un referente para plantear trabajos sobre

biocontrol de plagas y enfermedades.

3.5.4 Comparacion interpoblacional de compuestos mayoritarios vy

ambiente.

La variabilidad del ambiente (Cuadros 5y 6) y los componentes de los aceites
esenciales obtenidos de poblaciones de Tagetes del Estado de Hidalgo (Cuadros
7 a 11), permitieron comparar las condiciones de clima y altitud con la presencia
0 ausencia de estos compuestos en las poblaciones de cada especie (Cuadro
13) y como resultado de ello se identificaron grupos distintivos.

Respecto a las poblaciones de T. lucida, las asociaciones de estas respecto a
sus componentes mayoritarios permitieron la formacion de nueve grupos; en los
grupos A, B, C, D y E, la presencia de estragol y anetol estuvo asociada con el
clima templado en altitudes de 1700 a 2450 y con presencia de otros compuestos
no tan abundantes como el nerolidol, humuleno, acetato de geranilo y -ocimeno,
la asociacion de éstos ultimos cuatro compuestos con el ambiente especifico es
necesaria, ya que los dos fenilpropanoides arriba referidos, cuya funcion es la de
amortiguar la cristalizacién del agua, se presentan en bajas temperaturas (Zarate,
2016), en tanto que los lugares que corresponden a los cuatro compuestos
monoterpénicos referidos, posiblemente se ubiquen en sitios donde incide algun
nivel alto de calor. El grupo F, ubicado a 1454 msnm, con tendencia de mas calor

y ubicable en zona de transicion altitudinal, se presenta el fenilpropanoide metil
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eugenol y el monoterpeno -ocimeno, muy abundantes, como si se tratara de una
zona de amortiguamiento climético. Los grupos G, H e | destacaron por la
presencia abundante de acetato de geranilo y de B-ocimeno, ademas de que la

mayoria de los puntos de muestreo, de menor altitud, son mas secos y calidos.

La aparicion de otros metabolitos secundarios como nerolidol y cariofileno en los
grupos H e |, en lugares de menor altitud, también ameritan un mejor analisis del
ambiente. En general, sobresale la tendencia de que en ambientes templados el
aceite de T. lucida contiene fenilpropanoides, pero en climas calurosos, se
presentan los monoterpenos acetato de geranilo y B-ocimeno. Sin embargo,
casos como la muestra LCO1 ubicada a 2450 msnm contiene en abundancia
acetato de geranilo y B-ocimeno, cuando lo esperado seria un mayor contenido
de fenilpropanoides, reivindicando con esto la necesidad de un analisis
microambiental. La presencia de los fenilpropanoides y monoterpenos asociados
con climas templados o célidos también podria estar relacionada con la presencia
de determinados organismos como hongos, insectos, acaros, bacterias y

nematodos en esos habitats.

Para T. lunulata se formaron tres grupos, en el grupo J se asociaron las
poblaciones que tiene al a-pineno, B-felandreno y limoneno que corresponden a
altitudes de entre 1322 y 1961 msnm con climas templado y semiarido, muy
parecido al grupo K en cuanto a condiciones ambientales, excepto porque este
grupo no presenta al B-felandreno dentro de sus compuestos mayoritarios. No
obstante, el grupo L presenta B-felandreno y limoneno pero en altitudes mas
elevadas, 2008 a 2467 msnm de clima arido. La probable variacion de
compuestos quimicos y las variantes climatico-altitudinales requiere de un nivel

preciso del factor climatico.
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Cuadro 13. Comparacion de compuestos mayoritarios del aceite de poblaciones

en relacidon con su ambiente.

Punto Compuestos mayoritarios
de .
colecta Clima Altitud
(msnm)
T. lucida
(grupos)
Metil Acetato B-
Estragol Anetol : . Cariofileno  Nerolidol  Humuleno
de geranilc ocimeno
eugenol
A (LCO03) T 2021 X X
B (LCO5) T 2451 X X X
C (LC11) T 2397 X X X
D (LC02) T 2143 X X X
E cs 1690 X X X X
(LCO09)
" Cs 1454 X X
(LC10)
G (LCo1, 2546,
LC12, T, 1322,
LCO04, SC, 956.
LCO6, Cs, 491, X X
LC13, F, A, 1699.
LC14, MA 1873,
LC15) 2002
H (LCO08) F 882 X X X
I (LCO7) Cs 168 X X X X
T. lunulata
a-pineno B-felandreno limoneno
J 1961
(LNO1, T, SA 1322’ X X X
LNO6)
K 2008,
(LNO2, 2397,
LNO4, A X X
LNO8, 2155,
LNO09) 2467
L
1690,
(LNOS, SA 1322, X X
LNO5, 1873
LNO7)
T. filifolia T. micrantha
Estragol Anetol B-cuvebeno
Limoneno (%)
(%) (%) (%)
LL 956,
(FLOL, 1690
FLO2, SC 1322’ 45,38,28,34 32,31,47, 38 6.1,84,0,2.2 14,0,0,4.2
FLO3, 882’
FLO4)
M 959
(MCo1, T 254é 0,0.8 04,0 23,33 39, 35
MCO02)
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Continuacién Cuadro 13

T. erecta

ocimeno terpinoleno verbenona
1961
N )
(EROL, 956,
T, 2818,
ERO3, ERC
ER10, ER1 CH, 959, X
! A, SA 1652,
ER15,
ER16) 2273,
2073
N SA 2083 X X
(ER17)
(e}
(ERos,  FcH 100 X
ERO7)
P (ER09, SC, 2324, X X
ER18) CH 665
Q
(ER11, CH, SA, 187,
1873, X X
ER12, sc 882
ER14)
R
CH, 275,
(ERO2, Cs, 468, X X X
ERO5, sc 321
ERO08)
T. patula
a-pineno terpinoleno verbenona cariofileno farneseno
S T 2029 X X X X
(PTO1)
T 1648
(PTO2, SC 1537' X X X
PTO5)
U (PTO3) T 1959 X X X X
v SA 1873 X X X
(PTO04)

Simbologia clima: CH (calido himedo); CS (calido subhimedo); SC (semicalido); T (templado);
F (frio); A (&rido); SA (semiérido); MA (muy &rido).

Con respecto a las especies T. micrantha y T. filifolia, poseen los mismos
compuestos pero en diferente abundancia. Por ejemplo, en el grupo LL,
conformado por T. filifolia, en ambientes de climas semicalidos y altitudes medias
entre 882 y 1690 msnm, se presenta estragol y anetol como componentes
principales y como minoritarios limoneno y 3-cuvebeno; en cambio, el grupo M
integrado por T. micrantha, en habitats de clima templado y en altitudes de 959 a
2546 msnm, los compuestos mayoritarios son los monoterpenos limoneno y

B-cuvebeno, pero estragol y anetol (fenilpropanos) son minoritarios; es decir, que
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en clima templado las moléculas corresponden a fenilpropanoides, pero hacia
climas mas calidos se producen monoterpenos, fenébmeno que ocurre en estas
diferentes especies, no como en T. lucida en la que el fenébmeno antes descrito

ocurre a nivel de poblaciones.

En T. erecta se detectaron seis grupos con diferente presencia de los compuestos
mayoritarios ocimeno, terpinoleno y verbenona; el grupo R posee estos
compuestos y se distribuye en climas calido subhiumedo y semicélido a altitudes
bajas de 275 a 468 msnm que corresponden al sotavento de la Sierra Madre
Oriental conocida como la Huasteca Hidalguense; en esta zona, pero a mayor
altura, como en Yahualica (ER18, 665 msnm), solo aparecen ocimeno y
verbenona. En altitudes mas elevadas y distintos climas, que basicamente
corresponden al Eje Neovolcénico, los grupos restantes (M, N, O, P, Q)
Unicamente presentaron uno o dos de los compuestos mayoritarios. Estos
resultados sugieren que el ambiente juega un importante papel en la sintesis de
metabolitos secundarios (Whittaker et al., 1973) y quiza de idea de la amplia
variabilidad de compuestos identificados en diferentes estudios sobre el perfil de

aceites de T. erecta.

En la especie T. patula se reconocieron cuatro grupos que tienen en comun
terpinoleno y los demas compuestos como a-pineno, verbenona, cariofileno y
farneseno van variando en un ambiente de climas templado, semicélido y
semiarido con altitudes de 1537 hasta los 2029 msnm. El grupo T, asociado con
la regién Huasteca, presento a-pineno, terpinoleno y verbenona como elementos
comunes en sus puntos de colecta, no obstante, el resto de los puntos de colecta
(S, U y V) que pertenecen al Altiplano mostraron, ademas, la presencia de
cariofileno y farneseno. En esta especie hay amplia variabilidad morfolégica
asociada con procesos de seleccién bajo domesticacion y de amplia migracion
por su uso en Dias de Muertos. Estas variantes quimicas y altitudinales-climaticas
deben enmarcarse en un proceso de adaptacion evolutiva que les ha permitido a
esas poblaciones persistir en las condiciones de su habitat (Whittaker et al.,
1973).
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Tanto la ausencia o presencia y la abundancia de determinados metabolitos
secundarios podrian conferirle a las poblaciones de plantas cierto grado de
proteccion contra factores adversos como temperaturas extremas, escases de
agua o contra depredadores (Root, 1967). Asimismo, la mayoria de las
adaptaciones que sufren las plantas pueden ser inducidas tanto por el ambiente
como debidas a variaciones genéticamente determinadas (Daubenmire, 1988);
por ejemplo, si plantas genéticamente idénticas crecen en regiones diferentes,
podrian desarrollar caracteristicas segun el habitat, proceso traducido en la
presencia o ausencia de metabolitos secundarios y su abundancia (Falconer y
Mackay, 1996). Por otra parte, la expresion especifica de las poblaciones de las
distintas especies y los diversos habitats donde se desarrollan, definen un perfil
de aceites particular, lo cual seria una ventaja en la logica del control de calidad

en la produccién local de materia prima para elaborar bioplaguicidas.

3.6 CONCLUSIONES

Las poblaciones de Tagetes estudiadas se distribuyen en una amplia gama de
condiciones edafoclimaticas presentando diversidad en el perfil de aceites
esenciales dentro y entre especies. Entre especies, el nimero de compuestos
mayoritarios fue diferente, algunas de ellas tuvieron compuestos comunes y
también los hubo distintivos. En T. erecta, T. lucida y T. lunulata la variabilidad
guimica a nivel interpoblacional fue notoria y asociada con los ambientes donde
estan establecidas. En T. lucida, T. lunulata y T. micrantha se identificaron

compuestos que no habian sido reportados previamente en la literatura.
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CAPITULO IV.
CARACTERIZACION MOLECULAR DE POBLACIONES DE Tagetes spp DE
HIDALGO, MEXICO

4.1 RESUMEN

Marcadores ITS e ISSR se utilizaron para estudiar la relacion y diversidad
genética de materiales de Tagetes para proporcionar una base tedrica y apoyo
técnico para la adecuada conservacion y utilizacion de los recursos genéticos
existentes de este género del Estado de Hidalgo. EI ADN gendmico de 29
accesiones pertenecientes T. erecta y T. lunulata (6 accesiones c/u), T. filifolia,
T. lucida y T. micrantha (5 c/u), T. moorei y T. patula (1 c/u) se amplificaron con
los iniciadores ITS1 e ITS4 y con ello se confirmoé la identidad independiente de

esas especies.

Mediante nueve iniciadores ISSR se analizaron 179 accesiones de Tagetes, los
cuales produjeron 16 a 25 bandas, en promedio 21.22 bandas por iniciador. Un
total de 191 bandas se identificaron y 99.5 % de polimorfismo. El analisis de
agrupamiento separ0 las accesiones en siete grupos, correspondientes a las

diferentes especies.

Palabras clave: Tagetes, ITS, ISSR.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Tagetes spp POPULATIONS OF
HIDALGO, MEXICO

4.2 ABSTRACT

ITS and ISSR markers were used to study the relationships and genetic diversity
of Tagetes accesions to provide a theoretical basis and technical support for their
appropiate conservation and utilization of genetic resources of this genus in the
state of Hidalgo. The genomic DNA of 29 accessions of Tagetes genus: six of
T. erecta, five T. filifolia, five T. lucida, six T. lunulata, five T. micrantha, one
T. moorei and one of T. patula, was amplified using ITS1 and ITS4 primers.

In addition genetic relationships among 179 Tagetes accessions were analyzed
using 9 ISSR primers. A total of 191 bands were obtained, of which 190 were
polymorphic (99.5 % of polymorphism). Each primer produced from 16 to 25
bands, with an average of 21.22 bands per primer. Cluster analysis produced

seven groups, according to the seven different species.

Index words: Tagetes, ITS, ISSR
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4.3 INTRODUCCION

A México se le considera uno de los principales centros de diversificacion
bioldgica a nivel mundial, por lo que la conservacion de los recursos genéticos
debe ser una actividad prioritaria debido a las implicaciones que la diversidad
debiera tener en el desarrollo y explotacion de nuevas variedades de plantas para
la alimentacion y la agricultura (Rao y Hodgkin, 2002; Boada y Toledo, 2003). La
diversidad genética es de especial importancia ya que los cultivos y plantas
actuales se seleccionaron a partir de parientes silvestres por sus caracteristicas
especificas; el proceso de evolucién de las poblaciones nativas las ha llevado a
desarrollar mudltiples caracteristicas que les han permitido sobrevivir en
condiciones variables, entre esas caracteristicas se encuentran: tolerancia a
temperaturas extremas, sequias, inundaciones, condiciones edéficas hostiles,
etc., asi como resistencia genética a plagas y enfermedades (Hoyt, 1992;
Eigenbrode et al., 1993). Por estas adaptaciones heredadas, las poblaciones
nativas son fuente de germoplasma para el mejoramiento genético de las
especies cultivadas (Hoyt, 1992), asi como para la formacién de nuevos
cultivares a partir de especies silvestres no convencionales. En razén de ello,

conviene el estudio de recursos fitogenéticos en el mas amplio sentido.

La sistematica molecular es una disciplina cientifica que se encarga de
comprender el origen y diversificacion de organismos vivos a partir de la
informacion contenida en las secuencias de los acidos nucleicos, ADN o ARN
(Swofford y Olsen, 1990). No obstante, el estudio de esta informacion presenta
varios desafios; por ejemplo, muestreos limitados de material genético y la
imposibilidad de estudiar materiales genéticos ya extintos, por lo que tal disciplina
ha desarrollado analisis estadisticos e informaticos que pretenden resolver estos
retos, ademas de hacer uso de técnicas que emplean marcadores moleculares
para asi poder determinar la estructura genética de poblaciones, delimitacion de

especies y realizar inferencias filogenéticas (Ornelas et al., 2013).
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Los marcadores moleculares representan caracteristicas que pueden ser tanto
genéticas como fenotipicas y permiten diferenciar y clasificar a los organismos
vivos (Azofeifa, 2006). Los marcadores moleculares que asocian caracteristicas
genéticas se basan en la utilizacion de secuencias de nucleétidos incluidos en el
genoma de un organismo, mismas que presentan variaciones entre individuos o
grupos de individuos que permiten realizar una clasificacion coherente (Campos
et al., 2012). Por su parte, los marcadores tipo ITS (Internal Transcribed Spacer,
espaciadores internos transcritos) son regiones no codificantes de ADN que se
localizan entre los genes codificantes para la subunidad ribosomal 35S, los
cuales pueden ser 18S, 5.8S y 26S (Rafalskiy Tingey, 1993). EI ITS1 se localiza
entre los genes ribosomales 18S y 5.8S, mientras que el ITS2 se encuentra entre
los genes 5.8S y 26S; ambos se han utilizado para obtener la filogenia de varias
especies y géneros (Roberts y Urbatsch, 2003; Bekele et al.,, 2007; Susanna
et al., 2007).

Otro tipo de marcadores moleculares de ADN son los ISSR (Inter Sequences
Simple Repeated, inter secuencias simples repetidas), las cuales son secuencias
cortas, de 2 a 10 pares de bases y repetidas a lo largo de un genoma; estas
secuencias son altamente variables en el nimero de unidades que las integran,
por lo que su analisis hace que sean utiles en la busqueda de polimorfismos, con
lo cual, estos marcadores pueden ser utilizados para la diferenciacion de
individuos asi como la identificacion de variedades dentro de una misma especie
(Valadez y Kahl, 2000).

En México existe una amplia diversidad de germoplasma del género Tagetes,
asociada con procesos de domesticacién y de evolucion natural milenarios de los
cuales no se tiene un estudio sistematico (Serrato, 2014). Este género se
caracteriza por presentar plantas herbaceas anuales y semilefiosas perennes, de
tamafos variados, desde los 25 cm hasta 1 m de altura, erectas, ramificadas, de
hojas opuestas, oblongas, de 5 a 15 cm de largo, con flores de colores amarillo,

rojo e incluso naranja y de frutos negros (Sabillébn y Bustamante, 1996; Dole y
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Wilkins, 1999). Existen diversos trabajos enfocados a la evaluacion del efecto
biocida de especies de Tagetes destacando propiedades bactericidas,
fungistaticos, nematicidas y acaricidas (Jacobs et al., 1995; Ploeg, 1999;
Alexander y Waldenmaier, 2002; Ireri et al., 2010), perfilando al taxa como fuente
de insumos organicos para la agricultura; otros aprovechamientos de Tagetes se
refieren a la produccion de pigmentos florales (Martinez et al., 2004; Del Villar
et al., 2007) y al desarrollo de variedades ornamentales (Mehra et al., 1975;
Vasudevan et al., 1997).

Los trabajos sobre caracterizacion molecular del género Tagetes son escasos
(Chi et al., 2000; Loockerman et al., 2003; Rojas et al., 2003; Shahzadi et al.,
2010), o al menos no se dispone de suficiente informacion al respecto para este
recurso natural de México (Serrato et al., 2014) representado por cerca de la

mitad de las especies del género en América (Serrato, 2010; CONABIO, 2012).

Campos et al. (2012) exponen la primera aproximacion de la diversidad molecular
de varias especies de este género empleando la técnica de RAPD usando
iniciadores de la serie OPM para establecer correlaciones entre especies de 11
hibridos de Tagetes seleccionados por su produccién de aceite, no obstante, los
iniciadores utilizados produjeron baja cantidad de fragmentos polimoérficos.
Loockerman et al. (2003) realizaron un trabajo de analisis filogenético mediante
espaciadores internos transcritos (ITS) y secuencias del gen dnhF del cloroplasto
para evaluar las relaciones filogenéticas dentro de la tribu Tageteae dentro de las
cuales se incluyen los géneros Adenopappus, Vilobia y Porophyllum; dicho
estudio permitié diferenciar 21 géneros dentro de la tribu Tageteae, que se
encuentra dentro de la familia Asteraceae y abarca al género Tagetes. Otro
trabajo sobre marcadores de ADN en Tagetes incluyen el de Li et al. (2010) al
estudiar 29 accesiones de T. erecta y dos de T. patula mediante el uso de
marcadores tipo ISSR concluyendo que la relacion y la diversidad genética de
Tagetes puede ser evaluada eficientemente co esta técnica, posibilitando que el
andlisis de agrupamiento correspondiera a la clasificacion de las accesiones
estudiadas.
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Dentro del acervo de accesiones del recurso fitogenético Tagetes con que cuenta
el Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos de la SAGARPA se registran 230
accesiones pertenecientes al Estado de Hidalgo que corresponden a las especies
T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. moorei y
T. patula, todas ellas poco estudiadas, por lo que se requieren trabajos de
caracterizacion, entre ellos de tipo molecular que posibiliten un mejor

conocimiento de estos recursos fitogenéticos.

El presente estudio tuvo como objetivo describir caracteristicas moleculares de
una muestra de poblaciones de las especies de Tagetes de Hidalgo mediante el
uso de marcadores tipo ITS e ISSR para analisis de las especies y las relaciones
de parentesco, asi como variabilidad de las poblaciones, con la finalidad de
coadyuvar con informacién suplementaria en la toma de decisiones sobre su
utilizacion potencial dentro de un programa de mejoramiento genético, al mismo
tiempo que enriquecer la informacion pasaporte en el banco de germoplasma

nacional.

4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal y procedencia

Este estudio se realizé en una coleccion de materiales de Tagetes pertenecientes
al Estado de Hidalgo, obtenida por la Universidad Politécnica Francisco |. Madero
(Cuadro 14) en el marco de los trabajos implementados en la Red Cempoalxochitl
del Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos que coordino el SNICS-
SAGARPA hasta 2012 (Serrato, 2014). Como parte de la exploracién también se
recolectaron semillas, las cuales se ingresaron como accesiones al Banco
Nacional de Germoplasma Vegetal, México (BANGEV, UACh) para posteriores

referencias.
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Cuadro 14. Sitios de coleccion de poblaciones de Tagetes en el Estado de

Hidalgo.
Coordenadas Geodésicas
Id. Municipio Localidad
Longitud Latitud
T. erecta
ERO001 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ERO002 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ERO003 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ER004 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ER005 Actopan Actopan -98.9450000 20.2700000
ERO06 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ERO007 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
ER008 Ajacuba Ajacuba -99.1213111 20.1058222
ERO009 Ajacuba Ajacuba -99.1213111 20.1058222
ERO010 Ajacuba Santiago Tezontlate -99.0900444 20.1579667
ERO11 Ajacuba Santiago Tezontlate -99.1050556 20.1617000
ERO012 Ajacuba Santiago Tezontlate -99.0809361 20.1570306
ERO013 Ajacuba Santiago Tezontlate -99.1229611 20.1533833
ER014 Ajacuba Santiago Tezontlate -99.1036861 20.1756083
ERO015 Atlapexco Atlatilpa -98.3533528 21.0149444
ERO016 Atlapexco Achiquihuixtla -98.3668611 20.9815806
ERO017 Atlapexco Achiquihuixtla -98.3668611 20.9815806
ERO018 Calnali Papatatla -98.4504278 20.9011528
ER019 Calnali Calnali -98.5753361 20.8961389
ER020 Chapulhuacan Huatepango -98.9038889 21.1547222
ERO021 Chapulhuacéan Huatepango -98.9038889 21.1547222
ER022 Chapulhuacan Santa Maria -98.9038889 21.1547222
ER023 Cuautepec Tecocomulco -98.3203740 20.0384010
ER024 Francisco I. Madero Guerrero -99.0453556 20.1871889
ERO025 Francisco I. Madero Guerrero -99.0464028 20.1962333
ER026 Francisco I. Madero Guerrero -99.0539694 20.1836639
ERO27 Francisco I. Madero Guerrero -99.0420722 20.1843611
ERO028 Francisco I. Madero Guerrero -99.0339583 20.1826639
ERO029 Francisco I. Madero UPFIM -99.0905556 20.2227778
ERO030 Francisco I. Madero UPFIM -99.0905556 20.2227778
ERO31 Francisco I. Madero UPFIM -99.0905556 20.2227778
ER032 Francisco |. Madero UPFIM -99.0905556 20.2227778
ERO033 Francisco |. Madero El Jaguey -99.0905556 20.2227778
ER034 Francisco |. Madero El Jaguey -99.0905556 20.2227778
ERO035 Huehuetla Rio Pantepec -98.0783333 20.4611111
ER036 Huehuetla Rio Pantepec -98.0783333 20.4611111
ERO037 Huehuetla Crucero San Antonio -98.0783333 20.4611111
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ERO038
ERO039
ER040
ERO41
ER042
ERO043
ER044
ERO045
ER046
ERO047
ERO048
ERO049
ERO050
ERO51
ERO052
ERO053
ERO054
ERO55
ERO056
ERO57
ERO058
ERO059
ERO060
ERO61
ER062
ERO063
ER064
ERO065
ERO066
ERO67
ERO068
ERO069
ERO70
ERO71
EROQ72
ERO73
ERO74
ERO75
ERO76
ERO77
ERO78
ERO79
ERO080

Huehuetla

Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Huejutla de Reyes
Ixmiquilpan

Jaltocan

Jaltocan

La Mision

Lolotla

Lolotla

Lolotla

Lolotla

Mixquiahuala
Molango

Molango

Pacula

Pacula

Pisaflores

Pisaflores

Pisaflores

Pisaflores

San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca

San Agustin Tlaxiaca

El Ocotal
Calmecate
Calmecate
Tehuetlan
Tehuetlan
Chamizal
Chamizal
Los Otates
Los Otates
Los Otates
Huejutla
Huejutla
Santa Catarina
Santa Catarina
Santa Catarina
Atzompa
Atzompa
Atzompa
IXmiquilpan
El Chote
Jaltocan
Jacalilla
Lolotla
Lolotla
Ixtlahuaco
Ixtlahuaco
Mixquiahuala
Molango
Molango
Pacula
Pacula
La Pefia
La Pefia
La Pefia
La Pefia
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca
San Agustin Tlaxiaca

San Agustin Tlaxiaca

-98.0783333
-98.3398139
-98.3398139
-98.5076000
-98.5076000
-98.4169500
-98.4169500
-98.3419806
-98.3419806
-98.3419806
-98.4169500
-98.4169500
-98.3496944
-98.3496944
-98.3496944
-98.4169306
-98.4169306
-98.4169306
-99.2166667
-98.5418861
-98.5416667
-99.1233333
-98.7186583
-98.7186583
-98.7186306
-98.7186306
-99.2130556
-98.7255139
-98.7255139
-99.2955556
-99.2955556
-99.0050000
-99.0050000
-99.0050000
-99.0050000
-98.9013139
-98.8795111
-98.9063833
-98.8811389
-98.8811389
-98.8811389
-98.8741611
-98.8741611

20.4611111
21.1635333
21.1635333
21.0535778
21.0535778
21.1564250
21.1564250
21.1493417
21.1493417
21.1493417
21.1439250
21.1439250
21.1218806
21.1218806
21.1218806
21.1393694
21.1393694
21.1393694
20.4833333
21.1277222
21.1277139
21.0897222
20.8495167
20.8495167
20.8661028
20.8661028
20.2311111
20.7908389
20.7908389
21.0497222
21.0497222
21.1933333
21.1933333
21.1933333
21.1933333
20.12125
20.1203444
20.1225083
20.1156111
20.1156111
20.1156111
20.1101778
20.1101778
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ERO081
ERO082
ER083
ERO084
ER085
ERO086
ER087
ERO088
ER089
ERO090
ERO091
ER092
ERO093
ER094
ERO095
ER096
ERO097
ERO098
ER099
ER100
ER101
ER102
ER103
ER104
ER105
ER106
ER107
ER108
ER109
ER110
ER111
ER112
ER113
ER114
ER115
ER116
ER117
ER118
ER119

ER120
ER121

San Bartolo Tutotepec
San Bartolo Tutotepec
San Bartolo Tutotepec
San Felipe Orizatlan
San Felipe Orizatlan
San Felipe Orizatlan
Tasquillo

Tasquillo

Tenango de Doria
Tepehuacan Guerrero
Tetepango
Tetepango
Tetepango
Tetepango
Tetepango

Tizayuca

Tlanchinol

Tlanchinol

Tlanchinol

Tlanchinol
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan

Tula

Tula

Tula

Tula

Xochicuatlan
Xochicuatlan
Xochicuatlan
Xochicuatlan
Yahualica

Yahualica

Yahualica

Yahualica

Yahualica

Yahualica

Yahualica
Yahualica

Buena Vista
Buena Vista
Buena Vista
San Felipe
San Felipe
Buena vista
Tasquillo
Tasquillo
Tenango
San Juan
Tetepango
Tetepango
Tetepango
Tetepango
Tetepango
Tizayuca
San Cristobal
San Cristobal
San Salvador
San Salvador
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tlaxcoapan
Tula
Tula
Tula
Teocalco
Xochicuatlan
Xochicuatlan
Xochicuatlan
Cuatecalco
Tepetitla
Tlanchiyahualica
Mecatlan
Yahualica
Yahualica
Yahualica

Entronque Tepetitla
Xanatitlan

-98.2052778
-98.2052778
-98.2052778
-98.6179556
-98.6179556
-98.6179556
-99.4833333
-99.4833333
-98.2266667
-98.8441667
-99.084875
-99.1689528
-99.1570889
-99.1850833
-99.1712944
-98.9833333
-98.6592917
-98.6592917
-98.7103861
-98.7103861
-99.2032806
-99.2032806
-99.2032806
-99.2032806
-99.2032806
-99.3500000
-99.3500000
-99.3500000
-99.3500000
-98.6789028
-98.6789028
-98.6789028
-98.6816861
-98.3699528
-98.401225
-98.4297333
-98.3805528
-98.3805528
-98.3805528

-98.3845528
-98.3845528

20. 3930556
20.3930556
20.3930556
21.1680944
21.1680944
21.1680944
20.6166667
20.6166667
20.3355556
21.0130556
20.1057083
20.0934306
20.1172222
20.1030861
20.0935972
19.8333333
20.9887806
20.9887806
20.8651806
20.8651806
20.1005000
20.1005000
20.1005000
20.1005000
20.1005000
20.0500000
20.0500000
20.0500000
20.0500000
20.7797889
20.7797889
20.7797889
20.7766806
20.9698222
20.9649139
21.0995833
20.9530278
20.9530278
20.9530278

20.9614444
20.9614444
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T. filifolia
FLOO1 Chapulhuacén Santa Maria -98.9038888 21.1547222
FLO02 Jacala La Cuesta Colorada -99.1719444 21.0052778
FLOO03 Pacula Juliapan -99.2955556 21.0497222
FLOO4 San Bartolo Tutotepec Buena Vista -98.2052778 20.3930556
FLOO05 Tepeapulco Tepeapulco -98.4384078 19.7126605
FLOO6 Tepehuacan Guerrero Chilijapan -98.8441667 21.0130556
T. lucida
LC001  Apan Apan -98.4384078 19.7126605
LC002 Arenal Ojo de Agua -98.8776250 20.2146778
LCO003 Atotonilco el Grande Tiltepec -98.6827778 20.3130555
LC004 Chapulhuacéan Santa Maria -98.9038889 21.1547222
LCO005 Epazoyucan El Guajolote -98.6408093 20.0153681
LCO006 Huautla La Puerta -98.2701472 21.0491306
LCO007 Huejutla de Reyes Santa Catarina -98.3496944 21.1218806
LCO008 Huejutla de Reyes Coacuilco -98.34969444 21.1218806
LCO009 Ixmiquilpan Ixmiquilpan -99.2543250 20.5038667
LCo10 Jacala Panalito -99.1719444 21.0052778
LCO11 Jacala Jacala -99.1719444 21.0052778
LCo12 La Mision Cobrecito -99.1233333 21.0897222
LCO013 La Mision El Cartel de Jacalilla -99.12333333 21.0897222
LC014 Pachuca Camino al Real -98.7358333 20.1225000
LCO015 Pacula Juliapan -99.2955556 21.0497222
LCO16 Pacula Pacula -99.2955556 21.0497222
LCO017 Tasquillo Tasquillo -99.4833333 20.6166667
LCO18 Tepehuacén Guerrero San Juan -98.8441667 21.0130556
LCO19 Zimapan Trancas -99.3833333 20.7333333
LC020 Zimapan Las Manzanas -99.2519444 20.8922222
T. lunulata
LNOO1 Actopan La Magdalena -98.9450000 20.2700000
LN002 Actopan Actopan -98.9834361 20.2728194
LN0O3  Arenal San Pedro -98.9241000 20.2388889
LNOO4  Arenal Ojo de Agua -98.8776250 20.2146778
LNOO5 Chipalhuacéan Huatepango -98.90388889 21.1547222
LNO06 Chipalhuacan Santa Maria -98.90388889 21.1547222
LNOO7 Francisco |. Madero San Juan Tepatepec -99.0622111 20.2165167
LNOO8 Francisco |. Madero El Jaguey -99.09055556 20.2227778
LNOO9 Jacala El Pinalito -99.1719444 21.0052778
LNO10  La Misién Jacalilla -99.12333333 21.0897222
LNO11 Mineral de la Reforma Palma Gorda -98.77416667 20.0355556
LNO12 Progreso de Obregén Xochitla -99.17898611 20.2512556
LNO13 Pachuca Camino al Real -98.7358333 20.1225000
LNO14 Pacula Pacula -99.2955556 21.0497222
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LNO15 Pisaflores La Pefia -99.0050000 21.1933333
LNO16 San Agustin Tlaxiaca San Agustin Tlaxiaca -98.8741611 20.1101778
LNO17 Tasquillo Tasquillo -99.4833333 20.6166667
LNO18 Tulancingo Santiago Tutotepec -98.3803611 20.0745556
LNO19 Zempoala Zempoala -98.6705556 19.9186111
LNO020 Zimapan Trancas -99.3833333 20.7333333
T. micrantha
MC001 Ixmiquilpan Ixmiquilpan -99.2543250 20.5038667
MC002 La Misién Jacalilla -99.1233333 21.0897222
MC003  Tasquillo Tasquillo -99.2947638 20.5516806
MC004  Tlanchinol Tlanchinol -98.7103861 20.8651806
MCO005  Zimapéan El Cobrecito -99.4416666 20.7880556
T. moorei
MR001  Zimapan Mina Lomo de Toro -99.4416666 20.7880556
T. patula
PTO01  Actopan Bothi Baji -98.9450000 20.2700000
PT002 El Arenal El Rincon -98.9166667 20.2166667
PTO003 Molango Molango -98.7255139 20.7908389
PTO04 San Bartolo Tutotepec Nando -98.2052778 20.3930556
PT005  Tasquillo Tasquillo -99.4833333 20.6166667
PTO06 Tlanchinol San Cristobal -98.6592917 20.9887806

4.4.2 Extraccion de ADN

Los materiales se establecieron en condiciones de invernadero para la obtencion
de tejido vegetal. EI ADN se extrajo a partir de 6 a 10 plantas de Tagetes por
colecta, utilizando el método CTAB propuesto por Doyle (1990), con algunas
modificaciones. Hojas jovenes y sanas se lavaron con alcohol al 70 %, se dejaron
escurrir en papel secante, se pesaron 0.3 g de cada muestray se maceraron con
nitrdgeno liquido hasta obtener un polvo fino, a éste se le 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), se coloco en un
tubo de polipropileno de 1.5 mL de capacidad y se agitd por inversion hasta
homogeneizar. La suspension se incubé a 60 °C durante 20 min, posteriormente
se enfrid durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifug6 a 12,000 rpm por
10 min. El sobrenadante se extrajo, se coloco en un tubo nuevo y se agregé un

volumen de cloroformo:isoamilico (24:1 v/v), mezclando por inversion durante 2
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min y enseguida la muestra se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min. La fase
acuosa se colecto en un tubo nuevo y se le adicionaron 600 pl de isopropanol
frio, se colocé 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 ul de agua destilada estéril,
enseguida se le adicion6 800 pl de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), esta
mezcla se agito y centrifugd a 12,000 rpm por 10 min. La fase acuosa se coloco
en un tubo nuevo, se adicion6 25 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 800 pl de
etanol absoluto. La mezcla se llevd a refrigeracion por 10 min y después se
centrifug6 a 12,000 por 10 min. La muestra resultante se suspendié en 50 pul de

agua destilada.

4.4.3 Determinacion de la concentracion de ADN

Para determinar la concentracion del ADN obtenido, se utiliz6 un
espectrofotometro Nanodrop a una absorbancia de 260 nm (Chan, et al., 2012).
La lectura obtenida en el equipo se utilizé en la siguiente formula (Sambrook

et al., 1989) para calcular su molaridad:

(Abs 260 nm) (Factor de correcciéon)(Factor de dilucion)
1000

= pg/mL

Donde:
Abs 260 nm: Absorbancia obtenida a 260 nm.
Factor de correccion: 50 ug de ADN (constante para ADN)

Factor de dilucion: Se obtiene sumando los 5 pl de ADN que se utilizaron para la
dilucion y los 995 pl de agua donde se diluyo, el resultado es dividido entre los 5

pl de ADN; en este caso, el factor de dilucién corresponde a 200.
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4.4.4 Andlisis de ITS

Para la amplificacion de marcadores ITS se seleccionaron 29 muestras mas
representativas de las 7 especies de Tagetes del Estado de Hidalgo (Cuadro 14:
T. erecta: ER028, ER046, ER054, ER064, ER098, ER105; T. filifolia: FLOO1,
FLOO2, FLO03, FLOO5, FLOO6; T. lucida: LC002, LC006, LC011, LCO013, LCO017;
T. lunulata: LNOO4, LNOO5, LNO09, LNO010, LN012, LNO14; T. micrantha: MCO001,
MC002, MC003, MC004, MCO005; T. moorei: MR0OO1; T. patula: PT0O01) y se
recurrié al servicio externo que ofrece el Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnologica. Los iniciadores utilizados para llevar a cabo la técnica PCR fueron
ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3") e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) bajo el protocolo que dicha institucion
establece en un termociclador marca Applied Biosystems (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA); los productos amplificados se visualizaron en
gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio y revelados con luz ultravioleta

en un fotodocumentador marca Bio-Rad (Life Science, Hercules, CA, USA).

Una vez obtenidas las secuencias ITS, estas se editaron manualmente con el
paquete BioEdit version 7.0.0, posteriormente se determind la distancia genética
entre las secuencias usando el método de agrupamiento del vecino cercano

(Neighbor-Joining) mediante el programa Mega 5 (Tamura et al., 2011).

4.4.5 Andlisis de ISSR

Para este analisis se utilizd el ADN de 179 poblaciones de Tagetes del estado de
Hidalgo (Cuadro 14) extraido como se mencion0 anteriormente. Se probaron
originalmente 10 iniciadores (Cuadro 15) de los cuales se seleccionaron los 9 que
mostraron mayor nimero de bandas bien definidas. Los iniciadores utilizados se
sintetizaron por Invitrogen ® y se disolvieron en agua grado biologia molecular

(Invitrogen No. 10977) a una concentracion de 10 ng/uL.
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La reaccion de PCR se prepar6 en un volumen final de 25 pL, la cual contenia
200 pM de c/dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 3.0 mM de MgCI2, 30 ng de
iniciador, 25 ng de ADN y 1.5 unidades de ADN Taq polimerasa (Invitrogen No.
11615-010).

Cuadro 15. Secuencia de iniciadores seleccionados y temperatura de
alineamiento la obtencion de patrones ISSR en 179 poblaciones de Tagetes del
Estado de Hidalgo.

Iniciador Secuencia (5'-3") Ta°C Referencia

ISSR 3 (GA)sCTC 58  Bojinov y Danailov, 2009
ISSR 5 (AC)sCTA 56  Bojinov y Danailov, 2009
ISSR 6 (AC)sCTG 58 Bojinov y Danailov, 2009
ISSR 7 (AG)sCTG 58 Bojinov y Danailov, 2009
UBC 840 (GA)CTT 56 Gonzélez et al., 2006
UBC 848 (CA)SAGG 58 Gonzélez et al., 2006
LOL 2 (CT)sGC 45 Marotti et al., 2007
P101 (CA)AGCT 48 Vargas et al., 2011
PI02 (CA)AGG 48 Vargas et al., 2011
P103 AGCT(GACA)3 48 Vargas et al., 2011

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador TECHNE TC-412 iniciando
con un ciclo de predesnaturalizacion a 93 °C por un min, seguido de 40 ciclos
con los siguientes segmentos: 20 seg a 93 °C, 1 min a la temperatura de
alineamiento de cada iniciador (Cuadro 15), 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.

76



16500-500) al 2 % en TAE 1X (Sambrook et al., 1989). La separacién se realizé
a 200 voltios durante 2 h. Los geles se tifieron en bromuro de etidio (0.5 ug
mL1) por 15 min, se observaron y documentaron en un fotodocumentador

"DigiDoc-it Imaging system” (UVP).

4.4.6 Analisis de agrupamiento

Con las imagenes obtenidas del fotodocumentador, se cre6 una matriz basica de
datos (MBD) en donde se registrd, con 1 la presencia y con 0 la ausencia de las
distintas bandas. Con la MBD se procedio a estimar el indice de similitud de Dice
entre pares de accesiones y se realizd un analisis de agrupamiento mediante el
meétodo del vecino cercano (Neighbor Joining). Finalmente con los resultados
obtenidos se procedi6 a elaborar un dendrograma usando el programa FreeTree
version 0.9.1.50 (Schiliep, 2011).

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Anélisis de ITS

Las muestras de ADN gendmico obtenidas se sometieron a un protocolo de
amplificacion por PCR para aislar los fragmentos tipo ITS. En la Figura 8 se
observan las fotografias de los productos amplificados en gel de agarosa 1 %,
ahi se muestra el revelado de los fragmentos producidos en las diferentes

especies del género Tagetes.
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Figura 8. A Gel de agarosa 1 % que muestra la presencia de fragmentos ITS con un tamafio de
entre 700 y 1000 pb. Marcador de peso molecular 1 Kb (1, 18); T. erecta: ER028 (2), ER046 (3),
ERO054 (4), ER064 (5), ER098 (6), ER105 (7); T. filifolia: FLOO1 (8), FL002 (9), FL0O03 (10), FLO0O5
(11), FLOO6 (12); T. lucida: LC002 (13), LC0O06 (14), LCO11 (15), LCO13 (16), LCO17 (17); T.
lunulata: LNOO4 (19), LNOO5 (20), LNO09 (21), LNO10 (22), LN012 (23), LN014 (24); T. micrantha:
MC001(25), MCO002 (26), MC003 (27), MCO004 (28), MC005 (29); T. moorei: MR0OO1 (30); T. patula:
PTO01 (31); Muestra testigo Tagetes spp. (32); Muestra testigo Fusarium oxyaporum (33); Control
negativo (34).

En el analisis de agrupamiento de las secuencias tipo ITS de 29 poblaciones de
Tagetes del Estado de Hidalgo mediante el método del vecino mas préximo, se
realiz6 un total de 2,000 remuestreos (bootstrap) para corroborar la robustez del
agrupamiento, por lo que se hicieron pseudo-alineamientos y se determiné el
nivel de probabilidad de que cada clado del arbol presentara una estructura que
se ajustara a las relaciones de parentesco reales de los organismos analizados.
El resultado obtenido se muestra en la Figura 9 donde se observan las relaciones
gue existen entre las siete especies de Tagetes estudiadas. Los individuos de la
misma especie se agruparon en el mismo clado, o bien, se colocaron cerca uno
de otro. Valores iguales o superiores al 80 % reflejan asociaciones estables
(Egan, 2006). En el grupo conformado por los individuos de la especie
T. micrantha el porcentaje fue de 99 %; en el grupo de T. filifolia de 87 %; en el
de T. lucida fue de 100 %; en los grupos de T. erecta y T. lunulata fueron de

99 %; mientras que las especies T. moorei y T. patula se localizaron en clados
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independientes debido a que presentan variaciones en cuanto a las asociaciones
con las otras especies. Los altos valores obtenidos en todos los casos permiten
tener confianza en que los agrupamientos obtenidos reflejan las relaciones

filogenéticas reales entre estas especies que a continuacion de describen.

En el dendrograma se puede apreciar que la ramificacion principal separa a la
especie T. patula del resto de los grupos, posiblemente debido a que se trata de
una especie tetraploide (Towner, 1961) y esta condicién le confiere un
distanciamiento genético considerable respecto de otras especies como
T. filifolia, T. micrantha, T. lucida y T. moorei, pero en relacion con T. erecta y
T. lunulata, con las que T. patula se separa, la posicion aledafia entre ellas podria
estar relacionada con el posible origen alopoliploide de T. patula, resultado del

cruzamiento entre las especies diploides T. erecta 'y T. lunulata (Towner, 1961).

También se observa que T. micrantha y T. filifolia se posicionan en grupos
separados aunque pertenecientes a la misma rama, por lo que se podria inferir
gue pueden compartir caracteristicas morfolégicas (Linares et al., 1987) y de
composicién quimica con perfiles de aceites similares (Damian et al., 2008),
incluso se les ha confundido reconociéndolas cominmente con el nombre de
anisillo (Villasefior y Espinosa, 1998); sin embargo, hay caracteristicas
morfolégicas distintivas entre esas especies (Turner, 1996) y el perfil de aceites
esenciales y caracteristicas altitudinal y climéatica donde se encuentra cada
especie, confirman diferencias importantes. En observaciones de campo en
zonas de transicion climatica, se han encontrado hibridos interespecificos
naturales y la presencia de las especies putativas, o que indicaria cercania
genética y confirmaria lo observado en el dendrograma de la Figura 9; sin

embargo, se requiere de un analisis estricto.

Aunqgue el andlisis de agrupamiento muestra que T. moorei tiene una asociacion
cercana con T. erecta, se trata de taxones muy diferentes: T. moorei es endémico
y silvestre, de capitulo tipo simple y pequefio (Villareal y De La Rosa, 2002), con
mecanismo de dispersion de semillas especial (Serrato y Martinez, 2013);
T. erecta es de condicién domesticada, de amplia distribucion en ambientes de
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cultivo, de capitulo grande y de dispersion de semillas normal (Neher, 1965). La
proximidad entre estas especies no parece de facil explicaciébn por lo que

convendra someter un mayor numero de especies al analisis por ITS.
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Figura 9. Dendrograma de 29 poblaciones de Tagetes pertenecientes al Estado

de Hidalgo obtenidos a partir de marcadores ITS mediante el método de
agrupamiento del vecino cercano (Neighbor Joining).
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Respecto a la ubicacién de las poblaciones de las cuales se obtuvieron muestras
de diversas regiones del Estado de Hidalgo, pero agrupadas en el mismo clado,
se puede determinar que sus secuencias las agrupan dentro de la misma
especie, aun con diferencias entre individuos dentro de la misma poblacion, pero
a su vez, las diferencia del resto de las especies. Las diferencias de individuos
dentro de poblaciones de la misma especie se pueden esclarecer con los analisis
de ISSR.

4.5.2 Andlisis de ISSR

De lo diez iniciadores ISSR originalmente probados, nueve de ellos generaron
productos de amplificacion reproducibles, claros y distintos. En total se obtuvieron
191 bandas, de las cuales 190 fueron polimorficas, lo cual representé un 99 %
de polimorfismo (Cuadro 16) indicando alta diversidad genética en los materiales
estudiados.

Cuadro 16. Numero de bandas amplificadas con 9 iniciadores ISSR en 179
poblaciones de Tagetes pertenecientes al estado de Hidalgo.

Productos amplificados

Iniciador Secuencia (5' - 3) ,%de_l % de banc'Jas
Totales Polimorficos polimorfismo monomorficas
ISSR 3 (GA)sCTC 21 21 100 0
ISSR 5 (AC)sCTA 22 22 100 0
ISSR 6 (AC)sCTG 20 20 100 0
ISSR7 (AG)sCTG 23 22 95.6 4.4
UBC 848 (CA)sAGG 20 20 100 0
LOL 2 (CT)sGC 23 23 100 0
Pl01 (CA)AGCT 16 16 100 0
P102 (CA)AGG 21 21 100 0
P103 AGCT(GACA); 25 25 100 0
191 190 99
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El nidmero de bandas amplificado por iniciador oscil6 entre 16 y 25 con un
promedio de 21.22 por accesion. Estos resultados superan los obtenidos por Li
et al. (2010), en cuyo trabajo reportan de 5 a 11 bandas por iniciador usando 8
iniciadores, con un promedio 6.8 bandas y loci polimérficos entre 40 y 100 % para
accesiones de T. erecta y T. patula.

Figura 10. Patrones de bandeo de 179 poblaciones de Tagetes de Hidalgo. ISSR 3 (1), ISSR 5
(2), ISSR 6 (3), ISSR 7 (4), UBC 840 (5), LOL 12 (6), PIO1 (7), PI02 (8), PI0O3 (9), Marcador de
peso molecular 1 Kb (M), Blanco (M) y Testigo frijol (F).
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Otros investigadores que han utilizado marcadores ISSR para caracterizar
accesiones de Tagetes, al emplear un mayor niumero de iniciadores (11) lograron
incrementar el polimorfismo especifico hasta en un 95.17 % (Qi et al., 2007). En
el presente estudio, el iniciador UBC 840 fue el que produjo el menor nimero de
bandas y mostré un bajo nivel de polimorfismo como se ha reportado por otros
trabajos donde este tipo de iniciadores genera menor numero de bandas
polimorficas respecto de otros (Vargas y Pablo, 2011; Hernandez et al., 2014).

En la Figura 10 se muestran los patrones de bandeo obtenidos mediante la
amplificacion con los iniciadores antes mencionados, pudiéndose apreciar claras
diferencias entre la presencia o ausencia de bandas entre los diferentes

iniciadores.

Con la MBD obtenida a partir de la codificacion de las 199 bandas polimérficas
obtenidas se procedi6 a calcular el coeficiente de similitud de Dice entre pares
de accesiones y luego se realizé un analisis de agrupamiento con el método de
pares de medias aritméticas sin ponderar (UPGMA). El dendrograma obtenido
para las accesiones evaluadas (Figura 11) muestra una gran diversidad genética
entre los grupos estudiados, resultado esperado debido a que se incluyeron
materiales de todo el Estado de Hidalgo, el cual se divide en zonas geograficas

con gran diversidad de factores edaficos y climaticos (Villavicencio et al., 1998).

En relacién al nUmero de individuos para la realizacion de este trabajo, Nei (1978)
indicaque el numero de individuos para estimar la distancia genética puede ser
muy bajo, incluso menor de diez individuos si el nimero de loci representados es
mayor a 50. Este autor estima que en la construccidén de un dendrograma a partir
de las distancias genéticas para un grupo de especies, un soélo individuo puede
ser suficiente en la obtencién de la topologia correcta del mismo si los niveles de
heterocigosidad son bajos. Por otra parte, Hollingsworth y Ennos (2004) indican
que cuando existen altos niveles de diferenciacion entre poblaciones, un nimero
de loci de 50 es suficiente para confiar en la resolucién de los agrupamientos que
resulten del estudio. Tomando en cuenta esto, se puede considerar que el

numero de individuos evaluados fue aceptable para la realizacion de este trabajo.

83



erecta E035
erecta E036
E037

erecia £048
erecta £049
erecta £050
erecta E051
erecta E052
erecta E053
erecta £054
erecta E055

erecta E027
erecta £028
erecta £029
erecta £030
erecta £031
ereciz £032
erecta £033

filifolia FLOOS
moorei MROD:
micrantha MCO01
micrantha MCO04
micrantha MC002
1 micranthe MC003
micrantha MCO03

amm

005

Figura 11. Dendrograma de 179 accesiones de Tagetes a partir de marcadores
ISSR usando el coeficiente de similitud de Dice y el método de agrupamiento
UPGMA. T. erecta (A); T. lunulata (B); T. patula (C); T. lucida (D); T. filifolia (E);
T. moorei (F); T. micrantha (G).
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En otros cultivos como tomate, agave Yy frijol, los marcadores ISSR han sido
exitosos con fines de diferenciacion, llegando a reportarse hasta un promedio de
polimorfismo de 85 % (Marotti et al., 2007; Gonzalez et al., 2015; Nufiez et al.,
2015). No obstante, referente a trabajos reportados para la caracterizacion de
Tagetes con ISSR, se reporta el trabajo de Qi et al. (2007) quienes analizaron 12
accesiones de T. patula y 2 de T. erecta con 10 marcadores tipo ISSR,
obteniendo un total de 145 bandas de las cuales Unicamente 138 resultaron
polimorficas. Otro estudio es el reportado por Banyal (2013) en el que al analizar
15 accesiones de T. patula y T. erecta con 12 iniciadores ISSR obtuvo
porcentajes de polimorfismo de hasta el 90 %. Por lo anterior, los resultados
obtenidos en el presente estudio coinciden con los niveles de polimorfismo

detectados en las especies de Tagetes antes citadas.

El uso de técnicas moleculares de tipo ITS e ISSR evidencié que tales técnicas
son un instrumento util y rapido para el estudio de variaciones inter e intra-
especificas de las plantas, pues ayuda a realizar una discriminacion adecuada y
aislar genotipos. Es por ello que las implicaciones practicas a las que conlleva
este tipo de resultados de polimorfismos genéticos entre poblaciones de la misma
especie radican en que al tratarse de diferentes formas en las secuencias de
ADN, el estudio de estas tendra diversas aplicaciones en el desarrollo de

investigaciones biolégicas y de evolucion (Caratachea, 2007).

La técnica ISSR ha mostrado su utilidad para detectar la variabilidad
interpoblacional (Alcantara, 2007), en el caso del dendrograma de la Figura 11
se aprecia la formacién de los diferentes grupos asociados por especies, no
obstante, al analizar los grupos de manera individual existen variaciones dentro
de estos, posiblemente dados por el origen geogréfico de las poblaciones, lo cual
repercute en caracteristicas propias que los diferencian dentro de la misma
especie. Por ejemplo, en el grupo A, conformado por individuos de la especie
T. erecta, por ser el grupo con mayor numero de individuos, se observa la
formacion de subclados, a partir de los cuales se podria determinar qué

individuos comparten caracteristicas moleculares similares y cuéles no.
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La técnica ISSR ha tenido un uso destacado por investigadores debido a que
estos marcadores son considerarlos adecuados para el estudio del polimorfismo
molecular y las relaciones filogenéticas en el germoplasma, por lo que se han
utilizado con éxito para la caracterizacion de los polimorfismos genéticos de
una amplia variedad de especies de importancia agronémica como maiz (Kantety
et al., 1995), papa (McGregor et al., 2000) y olivo (Terzopoulos, 2005).

El uso de marcadores moleculares de tipo ITS e ISSR evidencid que tales
técnicas son un instrumetno util y rapido para el estudio de variaciones inter e
intra-especificas de las accesiones de Tagetes, pues ayud6 a realizar una
discriminacion adecuada y aislar genotipos, con lo cual se tienen las primeras

referencias del germoplasma de Tagetes de Hidalgo.

4.6 CONCLUSIONES

El uso de técnicas de marcadores moleculares de tipo ITS e ISSR evidencié que
tales técnicas son un instrumento Util y rdpido para el estudio de variaciones inter
e intra-especificas de las plantas, pues ayuda a realizar una discriminacién

adecuada y aislar genotipos.

De acuerdo con el presente estudio, existe un alto grado de diversidad y
variabilidad genética entre poblaciones de las diferentes especies de Tagetes del
Estado de Hidalgo.

En los analisis de agrupamientos obtenidos en los dendrogramas refleja que la
técnica ITS resulta mas efectiva para evaluar variabilidad a nivel de especie
mientras que la técnica ISSR para variabilidad dentro de poblaciones de la misma

especie.
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CAPITULO V.
CONTENIDO DE ADN EN POBLACIONES DE Tagetes spp. DE HIDALGO,
MEXICO MEDIANTE CITOMETRO DE FLUJO

5.1 RESUMEN

En Asteraceae, la tribu Tageteae no ha sido suficientemente descrita por su
contenido de ADN nuclear y sobre el género Tagetes, con cerca de la mitad de
las especies distribuida en México, los datos son escasos, limitando avanzar en
aspectos de sistematica, filogenia y evolucion. En el presente estudio se
determind el tamafio del genoma de 91 accesiones de siete especies de Tagetes
del Estado de Hidalgo mediante citometro de flujo detectando los siguientes
tamafos: T. erecta 3.01-3.42 pg, T. filifolia 4.00-4.23 pg, T. lucida 2.58-2.93 pg,
T. lunulata 2.33-2.76 pg, T. micrantha 3.46-3.71 pg, T. moorei 3.72 pgy T. patula
de 5.12-5.57 pg. La variacion total del contenido de ADN en las poblaciones de

Tagetes estudiadas fue de 2.33 a 5.57 pg.

Palabras clave: Tagetes, Asteraceae, ADN nuclear.
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DNA CONTENT IN Tagetes spp. POPULATIONS OF HIDALGO, MEXICO
USING FLOW CYTOMETRY

5.2 ABSTRACT

In Asteraceae, Tageteae tribe has not been enough described for its nuclear DNA
content, for the Tagetes genus, with about half of the species distributed in
Mexico, data are limited, restricting progress in systematics, phylogeny and
evolution. In the present study, the genome size of 91 accessions of seven
Tagetes species from the State of Hidalgo was determined by flow cytometer
detecting the following sizes: T. erecta 3.01-3.42 pg, T. filifolia 4.00-4.23 pg, T.
lucida 2.58-2.93 pg, T. lunulata 2.33-2.76 pg, T. micrantha 3.46-3.71 pg, T. moorei
3.72 pg and T. patula 5.12-5.57 pg. The total variation of DNA content in the
Tagetes populations studied was 2.33 to 5.57 pg.

Index words: Tagetes, Asteraceae, nuclear DNA.
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5.3 INTRODUCCION

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de las propiedades
Opticas como la dispersion de la luz y fluorescencia de particulas que fluyen en
una suspension liquida. Esta medicion en flujo es efectuada a alta velocidad vy
garantiza un andlisis objetivo de las particulas que constituyen la poblacion de
interés (Dolezel, 1997), por lo que resulta una herramienta ventajosa, entre otras
aplicaciones, para analizar el contenido de ADN y el nivel de ploidia; esta ultima
aplicacion de la citometria de flujo supera el conteo cromosémico convencional
que, en ocasiones, es dificil por las elevadas tasas de division mit6tica requerida,
ademas de que el tamafio de los cromosomas puede ser pequefio, haciendo
laborioso y a veces imposible el estudio cariotipico (Dolezel, 1997).

Una descripcion cariotipica de plantas, sobre todo cuando han sido poco
exploradas y de naturaleza silvestre o ruderal, 0 que corresponden a recursos
naturales nativos, es Util no sélo para caracterizar germoplasma por su ploidia
sino porque puede proporcionar datos sobre su filogenia y evolucion (Orillo y
Bonierbale, 2009), ya que la masa nuclear o contenido total de ADN nuclear tiene
fuerte relacion con el ambiente (Galbraith et al. 1983) y su variabilidad, en
términos de ganancia o pérdida, es indicador de procesos adaptativos en el
contexto de la evolucion natural bajo domesticacion de las especies.

El nacleo de la célula contiene la mayor parte de la informacion genética de un
organismo (90 % de ADN repetitivo y 10 % funcional) (Rebolledo, 2006) y su
medicion sirve para detectar cambios en numero de cromosomas, en el ciclo
mitotico, duracion de la meiosis, ciclo de vida (De Azkue y Martinez, 1984). Por
el valor bioldgico que representa el nucleotipo o masa nuclear, en fenbmenos
citogenéticos-evolutivos, se han realizado estudios que buscan identificar cémo
se despliega la diversidad y variacion de la masa nuclear en un nimero cada vez
mayor de taxa y taxones (Caponi, 2011). En Asteraceae se ha implementado un
extenso trabajo para ubicar el estatus al respecto, encontrando que la masa
nuclear corresponde a un rango de 2 a 21 pg (Price y Bachmann, 1975; Jones y
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Brown, 1976; Lawrence, 1985; Cavallini y Natali, 1991); recientemente se
proponen tamafios de genoma muy pequefios de <1.4 pg hasta pequefios de
<3.5 pg (en valores de 1C) en el 57.2 % de especies de Asteraceae (Valles et al.,
2013), lo que significa que hace falta explorar mas el tamafio del genoma en esta
familia. En México, existe el 10 % de especies de Asteraceas en el mundo (Turner
y Nesom, 1993); entre las tribus mas importantes que se tienen en México se
encuentra Tageteae, representada con 16 a 18 géneros que incluyen de 230 a
250 especies; la mayoria de especies de esta tribu son nativas del Continente
Americano y pocas son del viejo mundo (Turner y Nesom, 1993). De las Asteraceas
exploradas por su tamafio de genoma, la tribu Tageteae estda poco estudiada
(Valles et al., 2013).

En México debido a su gran extension territorial y heterogeneidad ambiental, se
han generado multitud de especies y variedades de géneros, ubicandose como
uno de los paises con mayor diversidad de plantas, reptiles y mamiferos
(Mittermeier y Goettsch, 1992). El género Tagetes pertenece a Tageteae, que en
forma natural es endémico de América y del cual cerca de la mitad de las
especies (alrededor de 55) se distribuyen en nuestro pais (Serrato, 2014),
conformando un centro de radiacion de especies (Turner y Nesom, 1993),
ademas de que algunas de ellas se encuentran en proceso de domesticacion
desde la época prehispénica (Serrato, 2014). A este género se le describe como
plantas herbaceas anuales y perennes de tamafios variados, desde los 25 cm
hasta 1 m de altura, erectas, ramificadas, de hojas opuestas, oblongas de 5 a 15
cm de largo, con flores de colores amarillo, rojo e incluso naranja de 5 a 13 cm
de alto y de frutos negros (Dole y Wilkins, 1999). En el Estado de Hidalgo se
distribuyen siete especies de Tagetes: T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata,
T. micrantha, T. moorei y T. patula (Villavicencio et al., 2010; CONABIO, 2012,
Serrato, 2014), distribuidos en los mas diversos ambientes del Eje Neovolcanico
Transversal y Sierra Madre Oriental, esta Ultima en sierras locales como: Sierra
Alta  (Calnali, Lolotla, Molango de Escamilla, Tepehuacan de
Guerrero,  Tianguistengo,Tlanchinol y  Xochicoatlan), Sierra  Baja

(Eloxochitlan, Juarez Hidalgo, San Agustin Metzquititlan, Metztitlan, Tlahuiltepa
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yZacualtipan de Angeles), Sierra de Tenango (Agua Blanca de
Iturbide, Huehuetla, San Bartolo Tutotepec y Tenango de Doria), Sierra Gorda
(Chapulhuacéan, Jacala de Ledezma, La Mision, Pacula, Pisaflores y Zimapan),
Huasteca hidalguense (Atlapexco, Huautla, Huazalingo, Huejutla de

Reyes,Jaltocan, San Felipe Orizatlan, Xochiatipan y Yahualica).

En la actualidad, los trabajos respecto a caracterizaciones del género Tagetes
son escasos (Serrato, 2014), la informacion sobre las relaciones genéticas y
evolucién sigue siendo limitada (Towner, 1961; Strother, 1977; Serrato, 2014) y
su distribucion ecogeografica todavia incipiente, todo lo cual dificulta el
conocimiento basico sobre este taxa, ademas de que aun no esta completa su

situacion taxondmica.

El contenido de ADN Yy el nivel de ploidia son utiles para caracterizar la amplia
diversidad de plantas silvestres y domesticadas de Tagetes (Serrato et al., 2000).
Aungque no se han explorado aspectos de la citogenética de la mayoria de
especies de Tagetes de México (Serrato, 2014), el numero basico de
cromosomas es X=11, 12, destacando especies diploides (2n=2x =22, 24) y
tetraploides (2n=4x=48) (Towner, 1961) y de tamafio pequefio de cromosomas,
posiblemente desde 0.88 a 2.23 um, lo que dificulta definir el cariotipo (Arana,
1993). En relacion con el contenido nuclear de Tagetes, detectado mediante
citometro de flujo, los primeros reportes generados en especies de Meéxico,
referidos al valor 4C (Serrato et al., 2000), indican lo siguiente: T. erecta (x=2.38
pg), T. foetidissima (x=2.87 pg), T. tenuifolia (x=2.42 pg poblacion Acozac y
x=2.97 pg poblacion Tepoztlan), T. remotiflora (x=2.49 pg) vy
T. heterocarpa (x=2.51 pg), promedio general 2.61+0.23 pg, de ploidia 2x=24 por
conteo de cromosomas, con variacion de 20 % entre poblacionesy de 4 a 13 %
dentro de poblaciones. En T. patula, con ploidia 4x=48, el ADN nuclear es
5.35+0.13 pg (Serrato et al., 2000), pero Bennet et al. (2000) reportan 4C=4.7 pg
para esta especie en 4C. Considerando la importante variabilidad ambiental en
del Estado de Hidalgo y reconociendo la importancia que tiene el conocimiento

sobre el tamafio del genoma en la sistematica, filogenia y evolucion de Tagetes
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de México, el presente estudio tuvo por objeto describir el contenido de ADN
nuclear de una coleccion de accesiones de Tagetes del Estado de Hidalgo,
México con la finalidad de contribuir a la caracterizacion de este recurso
fitogenético para su aprovechamiento y para generar informacion basica sobre el

proceso de conformacion natural de este recurso vegetal.

5.4 MATERIALES Y METODOS

5.4.1 Material vegetal y procedencia

Un total de 91 accesiones de Tagetes pertenecientes al Estado de Hidalgo
(Cuadro 17) fue la coleccion de trabajo, de las cuales, 43 pertenecen a T. erecta,
6 a T. filifolia, 16 a T. lucida, 14 a T. lunulata, 5 a T. micrantha, 1 a
T. moorei y 6 a T. patula, obtenidas por la Universidad Politécnica Francisco |.
Madero y registradas como accesiones ingresadas al Banco Nacional de
Germoplasma Vegetal, México (BANGEV, UACh) como parte de la exploracién
botanica en 2013 al Estado de Hidalgo como parte de los trabajos de la Red
Cempoalxochitl-SINAREFI-SNICS-SAGARPA. Durante los meses de septiembre
y octubre de 2015 germinaron las semillas en cajas Petri y una vez emergidas,
las plantulas se establecieron en condiciones de invernadero para la obtencion
de tejido vegetal para sus posteriores analisis. De estas plantas se utilizé el tejido

foliar joven para aislar las células.

Como estandar interno para determinar el contenido de ADN relativo de las
muestras, se utilizaron tejidos foliares jovenes de plantas de cebada (Hordeum
vulgare) variedad Sultan, proporcionada por el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT).
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Cuadro 17. Poblaciones de Tagetes en el Estado de Hidalgo y sitios de
recoleccion.

Altitud Coordenadas Geodésicas

Poblacién Id. Localidad
(msnm)  Longitud Latitud

T. erecta EROO1 Actopan, Actopan 1961 -98.9834361 20.2728194
T. erecta ERO008 Ajacuba, Ajacuba 2116 -99.1213111 20.1058222
T. erecta ERO010 Santiago Tezontlate, Ajacuba 2101 -99.0900444 20.1579667
T. erecta ERO015 Atlatilpa, Atlapexco 160 -98.3533528 21.0149444
T. erecta ERO016 Achiquihuixtla, Atlapexco 352 -98.3668611 20.9815806
T. erecta ERO018 Papatatla, Calnali 275 -98.4504278 20.9011528
T. erecta ERO019 Calnali, Calnali 943 -98.5753361 20.8961389
T. erecta ERO020 Huatepango, Chapulhuacan 956 -98.9038889 21.1547222
T. erecta ER022 Santa Maria, Chapulhuacén 956 -98.9038889 21.1547222
T. erecta ER023 Tecocomulco, Cuautepec 2235 -98.3203740 20.0384010
T. erecta ER024 Guerrero, Francisco |. Madero 2196 -99.0453556 20.1871889
T. erecta ER029 UPFIM, Francisco |. Madero 2018 -99.0905556 20.2227778
T. erecta ERO035 Rio Pantepec, Huehuetla 427 -98.0783333 20.4611111
T. erecta ERO039 Calmecate, Huejutla de Reyes 106 -98.3398139 21.1635333
T. erecta ER043 Chamizal, Huejutla de Reyes 137 -98.4169500 21.1564250
T. erecta ERO045 Los Otates, Huejutla de Reyes 139 -98.3419806 21.1493417
T. erecta ERO053 Atzompa, Huejutla de Reyes 138 -98.4169306 21.1393694
T. erecta ERO056 Ixmiquilpan, Ixmiquilpan 1700 -99.2166667 20.4833333
T. erecta ERO57 El Chote, Jaltocan 225 -98.5418861 21.1277222
T. erecta ERO058 Jaltocan, Jaltocan 225 -98.5416667 21.1277139
T. erecta ERO59 Jacalilla, La Misién 1454 -99.1233333 21.0897222
T. erecta ERO060 Lolotla, Lolotla 1544 -98.7186583 20.8495167
T. erecta ER062 Ixtlahuaco. Lolotla 1509 -98.7186306 20.8661028
T. erecta ER064 Mixquiahuala, Mixquiahuala 2000 -99.2130556 20.2311111
T. erecta ER065 Molango, Molango 1648 -98.7255139 20.7908389
T. erecta ERO67 Pacula, Pacula 1322 -99.2955556 21.0497222
T. erecta ER069 La Pefia, Pisaflores 269 -99.0050000 21.1933333
T. erecta ERO073 San Agustin Tlaxiaca, San Agustin Tlaxiaca 2324 -98.9013139 20.1212500
T. erecta ERO081 Buena Vista, San Bartolo Tutotepec 959 -98.2052778 20.3930556
T. erecta ER084 San Felipe, San Felipe Orizatlan 187 -98.6179556 21.1680944
T. erecta ER087 Tasquillo, Tasquillo 1873  -99.4833333 20.6166667
T. erecta ER089 Tenango, Tenango de Doria 1652 -98.2266667 20.3355556
T. erecta ERO090 San Juan, Tepehuacan Guerrero 882 -98.8441667 21.0130556
T. erecta ER091 Tetepango, Tetepango 2153 -99.0848750 20.1057083
T. erecta ER096 Tizayuca, Tizayuca 2273  -98.9833333 19.8333333
T. erecta ERQ97 San Cristobal, Tlanchinol 537 -98.6592917 20.9887806
T. erecta ER099 San Salvador, Tlanchinol 1518 -98.7103861 20. 8651806
T. erecta ER101 Tlaxcoapan, Tlanchinol 2073 -99.2032806 20.1005000
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. erecta ER106 Tula, Tula 2083  -99.3500000 20.0500000
. erecta ER110 Xochicuatlan, Xochicuatlan 1629 -98.6789028 20.7797889
. erecta ER113 Cuatecalco, Xochicuatlan 1685 -98.6816861 20.7766806
. erecta ER114 Tepetitla, Yahualica 515 -98.3699528 20.9698222
. erecta ER120 Entronque Tepetitla, Yahualica 480 -98.3845528 20.9614444
. filifolia FLOO1 Santa Maria, Chapulhuacén 956 -98.9038888 21.1547222
. filifolia FLOO2 La Cuesta Colorada, Jacala 1690 -99.1719444 21.0052778
. filifolia FLO03 Juliapan, Pacula 1322 -99.2955556 21.0497222
. filifolia FLOO4 Buena Vista, San Bartolo Tutotepec 959 -98.2052778 20.3930556
. filifolia FLOO5 Tepeapulco, Tepeapulco 2546 -98.4384078 19.7126605
. filifolia FLOO06 Chilijapan, Tepehuacan Guerrero 882 -98.8441667 21.0130556

lucida LC001 Apan, Apan 2546  -98.4384078 19.7126605

lucida LC002 Ojo de Agua, Arenal 2143 -98.8776250 20.2146778

lucida LCO003 Tiltepec, Atotonilco el Grande 2021 -98.6827778 20.3130555

lucida LC004 Santa Maria, Chapulhuacén 956 -98.9038889 21.1547222

lucida LCO005 El Guajolote, Epazoyucan 2451 -98.6408093 20.0153681

lucida LC006 La Puerta, Huautla 491 -98.2701472 21.0491306

lucida LC007 Santa Catarina, Huejutla de Reyes 168 -98.3496944 21.1218806

lucida LC009 Ixmiquilpan, Ixmiquilpan 1699 99.25432500 20.5038667

lucida LCo10 Panalito, Jacala 1690 99.17194440 21.0052778

lucida LCO012 Cobrecito, La Mision 1454 99.12333330 21.0897222
. lucida LC014 Camino al Real, Pachuca 2397 98.73583330 20.1225000
. lucida LCO015 Juliapan, Pacula 1322 99.29555560 21.0497222
. lucida LCO017 Tasquillo, Tasquillo 1873 99.48333330 20.6166667
. lucida LCO018 San Juan, Tepehuacan Guerrero 882 98.84416670 21.0130556
. lucida LC019 Trancas, Zimapéan 1752 99.38333333 20.7333333
. lucida LC020 Las Manzanas, Zimapan 2002 99.25194440 20.8922222
.lunulata  LNOO1 La Magdalena, Actopan 2004 98.94500000 20.2700000
.lunulata  LNOO4 Ojo de Agua, Arenal 2143 98.87762500 20.2146778
.lunulata  LNOO5 Huatepango, Chipalhuacan 956 98.90388889 21.1547222
.lunulata  LNOO8 El Jaguey, Francisco I. Madero 2018 99.09055556 20.2227778
.lunulata  LNO10 Jacalilla, La Misién 1454 99.12333333 21.0897222
.lunulata  LNO11 Palma Gorda, Mineral de la Reforma 2343 98.77416667 20.0355556
lunulata LNO13 Camino al Real, Pachuca 2397 98.73583330 20.1225000
.lunulata  LNO14 Pacula, Pacula 1322 99.29555560 21.0497222
lunulata  LNO15 La Pefia, Pisaflores 269 -99.0050000 21.1933333
.lunulata  LNO16 San Agustin Tlaxiaca, San Agustin Tlaxiaca 2417 -98.8741611 20.1101778
lunulata  LNO17 Tasquillo, Tasquillo 1873  -99.4833333 20.6166667
.lunulata  LNO18 Santiago Tutotepec, Tulancingo 2155 -98.3803611 20.0745556
.lunulata  LNO19 Zempoala, Zempoala 2467 -98.6705556 19.9186111
.lunulata  LNO20 Trancas, Zimapan 1752 99.38333333 20.7333333
. micrantha MC001 Ixmiquilpan, Ixmiquilpan 1699 99.25432500 20.5038667
. micrantha MC002 Jacalilla, La Misién 1454 99.12333333 21.0897222

100



Continuacién Cuadro 17

T. micrantha MCO003 Tasquillo, Tasquillo 1641 99.29476389 20.5516806
T. micrantha MC004 Tlanchinol, Tlanchinol 1518 98.71038611 20.8651806
T. micrantha MCO005 El Cobrecito, Zimapan 1551 99.44166667 20.7880556
T. moorei MRO001 Mina Lomo de Toro, Zimapan 1551 99.44166667 20.7880556
T. patula PT001 Bothi Baji, Actopan 2004  -98.9450000 20.2700000
T. patula PT002 El Rincén, El Arenal 2029 -98.9166667 20.2166667
T. patula PTO03 Molango, Molango 1648 -98.7255139 20.7908389
T. patula PTO004 Nando, San Bartolo Tutotepec 959 -98.2052778 20.3930556
T. patula PTOO5 Tasquillo, Tasquillo 1873 -99.4833333 20.6166667
T. patula PTO06 San Cristobal, Tlanchinol 1537 -98.6592917 20.9887806

5.4.2 Aislamiento de ntcleos

De 50 a 100 mg de tejido fresco de cada una de las diferentes muestras se
depositaron por separado en cajas Petri plasticas de 60 x 15 mm previamente
colocadas sobre hielo a las cuales se adicionaron 750 pL del buffer descrito por
Galbraith et al. (1983) (MgCI2 45 mM, citrato de sodio 30 mM, MOPS 20 mM,
Triton X-100 0.1 % (v/v), pH 7.0) enfriado con hielo. Mediante una navaja de
afeitar se fracciono el tejido hasta obtener los nucleos; el homogeneizado se filtré
para eliminar residuos con un filtro de nylon de 30 um, posteriormente se
adicionaron 750 pL del buffer mencionado enjuagando el tejido cortado y filtrando
la suspension. EI homogeneizado filtrado se traté con RNasa (10 yL mL?) por 10
min previo a la tincién. Para la tincién del ADN nuclear se afadieron 50 yL ml*t
de yoduro de propidio a cada muestra y se colocaron en oscuridad durante 30

minutos hasta antes del analisis.

5.4.3 Determinacion del contenido de ADN

Para determinar el contenido de ADN nuclear se emple6 un citometro de flujo de
enfoque electroacustico Attune (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
equipado con laseres azul y violeta (488 nm [20mW] y 405 nm [50mW]) en el
Centro Regional Universitario Centro Occidente (CRUCO) de la Universidad

Auténoma Chapingo.
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El citbmetro utilizado cuenta con una combinacién de filtros para determinar la
tincion con el yoduro de propidio y con el software Attune® Cytometric Software
(Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA). El citbmetro se

calibro de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

La determinacion del contenido relativo de ADN se computa automéaticamente
como un indice, que representa el cociente del valor medio de la intensidad de
fluorescencia de los nucleos de la muestra y el estandar interno (Leblanc et al.,
1995). Tres lecturas se realizaron por accesion considerando que el coeficiente
de variacion (CV) no fuera superior al 5 % ya que es un indicador de que la
muestra no tuvo impurezas (Wang y Hoffman, 2017). La estimacion del contenido
de ADN se realiza comparando la posicion media de los picos obtenidos de los
ndcleos de las plantas analizadas respecto de la posicién media del estandar
interno de acuerdo a la siguiente formula (Arumuganathan y Earle, 1991):

Contenido de _ media de nucleos de la planta Contenido de
ADN nuclear ~ |media de nicleos del estandar ADN del estandar

Los valores del indice fueron transformados a valores absolutos (picogramos de
ADN nuclear). Para ello se consideré el valor absoluto del ADN de cebada
(Hordeum vulgare) var. Sultan de 2C = 11.12 pg referida por Johnston et al.
(1999).

5.4.4 Andlisis estadistico

El contenido absoluto de ADN entre y dentro de la coleccion de materiales
analizados se analiz6 mediante el procedimiento PROC GLM del paquete SAS

(1993). La comparacion de medias se hizo con base en la prueba de Tukey.
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5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido promedio de ADN (2C) para la especie T. erecta fue de 3.18 pg, en
T. filifolia de 4.08 pg, en T. lucida de 2.78 pg, en T. lunulata de 2.57 pg, en
T. micrantha de 3.64 pg, en T. moorei 3.72 pg, y en T. patula 5.38 pg (Cuadro
18). Asi, la variacion total del contenido de ADN en las poblaciones de Tagetes

estudiadas fue de 2.33 a 5.57 pg.

Cuadro 18. Contenido de ADN nuclear (2C) en las poblaciones de Tagetes
estudiadas.

Id. Poblacién Media de Contenido de Desviacion
nicleos ADN (pg)?® estandar
ERO001 T. erecta 507341 3.17d 0.04
ER008 T. erecta 505740 3.16d 0.10
ERO010 T. erecta 512142 3.20d 0.03
ER015 T. erecta 528146 3.30d 0.06
ERO016 T. erecta 515343 3.22d 0.12
ERO018 T. erecta 510541 3.19d 0.04
ERO019 T. erecta 512142 3.20d 0.06
ERO020 T. erecta 507341 3.17d 0.03
ERO022 T. erecta 505740 3.16d 0.02
ER023 T. erecta 499338 3.12d 0.08
ER024 T. erecta 507341 3.17d 0.11
ER029 T. erecta 504140 3.15d 0.05
ERO035 T. erecta 547352 3.42d 0.04
ER039 T. erecta 515343 3.22d 0.10
ERO043 T. erecta 513742 3.21d 0.03
ER045 T. erecta 515343 3.22d 0.06
ER053 T. erecta 512142 3.20d 0.12
ERO056 T. erecta 507341 3.17d 0.10
ERO57 T. erecta 504140 3.15d 0.07
ER058 T. erecta 505740 3.16d 0.03
ERO059 T. erecta 481733 3.01d 0.06
ERO060 T. erecta 484934 3.03d 0.09
ER062 T. erecta 483334 3.02d 0.03
ER064 T. erecta 507341 3.17d 0.10
ER065 T. erecta 510541 3.19d 0.11
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Continuacion Cuadro 18

ER067
ERO069
ERO73
ERO81
ER084
ERO087
ER089
ERO090
ER091
ER096
ERO097
ER099
ER101
ER106
ER110
ER113
ER114
ER120
FLOO1
FLO02
FLOO3
FLOO4
FLOO05
FLOO6
LCO01
LCO002
LCO003
LC004
LCO005
LCO006
LCO007
LCO009
LCO010
LCO12
LC014
LCO015
LCO17
LCO18
LCO019
LC020
LNOO1
LNOO4
LNOO5

. erecta
erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. erecta
. filifolia
. filifolia
. filifolia
. filifolia
. filifolia
. filifolia
. lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida
lucida

. lucida

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 444 444 4444444444444

. lucida
T. lunulata
T. lunulata

T. lunulata

500939
502539
505740
481733
497738
512142
499338
504140
513742
510541
531347
529747
505740
500939
524945
516943
532948
529747
654581
640177
644979
676988
648180
652981
454526
449725
446524
448124
427318
449725
468930
456126
448124
444923
454526
459327
452925
432120
412914
417716
441722
424117
406513

3.13d
3.14d
3.16d
3.01d
3.11d
3.20d
3.12d
3.15d
3.21d
3.19d
3.32d
3.31d
3.16d
3.13d
3.28d
3.23d
3.33d
3.31d
4.09 b
4.00 b
4.03b
4.23b
4.05b
4.08 b
2.84e
28le
279e
280e
2.67e
2.87e
293e
2.79e
2.80e
2.78 e
2.84e
271e
2.83e
2.70e
258e
26le
276 e
265e
254 e

0.05
0.04
0.09
0.08
0.04
0.12
0.09
0.05
0.06
0.09
0.03
0.04
0.06
0.10
0.03
0.08
0.05
0.05
0.07
0.11
0.04
0.06
0.08
0.11
0.05
0.06
0.07
0.03
0.09
0.10
0.06
0.03
0.04
0.09
0.08
0.03
0.11
0.10
0.05
0.06
0.09
0.10
0.07
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Continuacion Cuadro 18

LN008 T. lunulata 398510 249e 0.04
LNO10 T. lunulata 416115 2.60e 0.08
LNO11 T. lunulata 414515 259e 0.08
LNO13 T. lunulata 433720 271e 0.07
LNO014 T. lunulata 374504 234e 0.11
LNO15 T. lunulata 376104 2.35e 0.10
LNO16 T. lunulata 435321 272e 0.10
LNO17 T. lunulata 441722 2.75e 0.09
LNO18 T. lunulata 414515 259e 0.06
LNO19 T. lunulata 396910 248e 0.05
LNO20 T. lunulata 372903 2.33e 0.03
MCO001 T. micrantha 580961 3.63¢ 0.07
MC002 T. micrantha 553753 3.46¢ 0.09
MC003 T. micrantha 593764 3.71c 0.05
MC004 T. micrantha 592164 3.70c 0.07
MCO005 T. micrantha 588963 3.68¢c 0.09
MRO001 T. moorei 595365 3.72¢c 0.11
PTOO1 T. patula 819427 512 a 0.04
PT002 T. patula 867440 5.42 a 0.06
PT003 T. patula 854637 534 a 0.03
PTO04 T. patula 891447 5,57 a 0.05
PT005 T. patula 864239 540 a 0.10
PT006 T. patula 872242 5.45a 0.07

Para la especie T. erecta, los valores de contenido de ADN oscilaron entre 3.01
y 3.42 pg con una media de 3.18 £ 0.11 pg. Las poblaciones con los valores mas
altos fueron: ER035 (3.42 pg), ER097 (3.32 pg) y ER114 (3.33 pg), cuyas
poblaciones pertenecen a Huehuetla, Tlanchinol y Yahualica respectivamente,
localidades que forman parte de la Huasteca Hidalguense (INEGI, 2007) cuyos
climas pedominantes son el calido subhiumedo y templado hiumedo con altitudes
bajas (427 a 537 msnm), mientras que para los valores mas bajos se encuentran
los puntos ER059 (3.01 pg), ER060 (3.03 pg), ER062 (3.02 pg) y ER081 (3.01
pg) correspondientes a los poblados La Mision, Lolotla y San Bartolo Tutotepec
respectivamente, las cuales pertenecen al eje Neovolcanico que atraviesa el
estado y de climas mayormente calido subhumedo, semicalido y templado con

altitudes mas elevadas con respecto de las anteriores (1454 a 1544 msnm).
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Aunque en las partes altas o bajas hay ciertas diferencias climaticas, la
variabilidad en el ADN nuclear se encuentra asociada con la altitud: a menor
altitud mayor tamarfo de genoma y va disminuyendo a mayor altitud. Lo esperado
seria que con la variacion altitudinal también habrian cambios en temperatura, y
asi relacionar el ADN nuclear con este factor fisico, sin embargo, es necesaria la
consulta de estaciones meteorologicas locales. La tendencia antes referida para
T. erecta también se observo para T. filifolia y T. lunulata. En T. filifolia, con
promedio de 4.08 + 0.08 pg, el contenido mas alto de ADN nuclear lo tuvo la
poblacion FLO04 (4.23 pg) ubicada a 959 msnm y clima templado, mientras que
el valor méas bajo fue para FL0O02 (4.00 pg) localizada a una altitud de 1690 msnm
en clima calido subhimedo. En T. lucida, con promedio de 2.78 + 0.09 pg, los
valores altos 2.93 pg y 2.87 pg se registraron en las poblaciones LC007 y LC006,
altitudes de 168 a 491 msnm, respectivamente, y clima calido subhimedo;
mientras que las poblaciones con menor contenido de ADN (LC019, 2.58 pg y
(LC020, 2.61 pg) se encontraron en altitudes de 1752 y 2002 msnm,

respectivamente.

Sin embargo, en T. lunulata se obtuvieron valores de alto o de bajo contenido de
ADN nuclear en altitudes elevadas como en: LNOO5 con 2.76 pg (2004 msnm) y
LNO20 con 2.33 (1752 msnm). En T. micrantha también se observé que valores
altos (MCO003, 3.71 pg y MC004, 3.70 pg) o bajos (MC002, 3.46 pg) se obtuvieron
en altitudes parecidas (1641, 1518 y 1454 msnm, respectivamente). En estos
casos, es necesaria informacién meteorolégica precisa para verificar si existe

variabilidad climatica.

La especie T. moorei cuyo contenido de ADN fue de 3.72 pg, es de condicion
endémica, muy cercana en tamafio de genoma con algunas poblaciones de
T. micrantha, aunque diferente del promedio poblacional (3.64 pg). La
informacion sobre tamafio del genoma en endémicas es muy importante en
analisis sobre evolucion de las especies (Valles et al., 2013), por lo que el analisis

de otras endémicas de México como T. parryi, T. lacera, T. oaxacana, T. mulleri,
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entre otras, podria aportar nuevos conocimientos sobre la evoucion de Tagetes

de México.

La especie T. patula, debido a su condicion de tetraploide (Towner, 1961), tuvo
un valor promedio de 5.38 £ 0.06 pg, lo cual es similar a los resultados reportados
por Serrato (2000). No obstante, el valor mas bajo (5.12 pg) correspondi6é a una
poblacién con altitud de 2004 msnm y clima templado, mientras que el mas alto
(5.57 pg) a una poblacion de menor altitud (959 msnm) de igual clima. Con lo cual
se puede decir que aparentemente el clima no tiene influencia directa en el
contenido de ADN, no asi con la altitud pues para esta especie, a mayor altitud
existe menor cantidad de ADN, caso contrario con las poblaciones de menor
altitud que mostraron mayor cantidad de ADN, lo cual coincide para las
poblaciones de las especies de T. erecta, T. filifolia, T. lucida y T. patula,
probablemente debido a que fueron poblaciones de mayor nimero de individuos

y se pudo establecer esa relacion, no asi con las especies de menor tamafio.

5.6 CONCLUSIONES

La citometria de flujo representa una técnica util, rdpida y confiable para
determinar el contenido de ADN en plantas, lo cual facilita estudios de caracter
citologico.

El contenido de ADN pudiera estar relacionado con factores tales como la altitud
pues para la mayoria de las especies estudiadas, a menor altitud se encontraron
los valores mas altos de contenido de ADN, mientras que a altitudes mayores se

vi6 disminuido.
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