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Resumen

RESUMEN

Las plantas aromaticas presentan un marcado incremento en su utilizacion con fines
industriales y medicinales, particularmente por sus aceites esenciales (AE) que resultan de
interés como alternativas a productos sintéticos utilizados tanto en la salud humana como
en la proteccion de cultivos. Este proceso conlleva el requerimiento de una mejor calidad
del AE y mayor estabilidad en cuanto a su composicion quimica. Sin embargo, el aumento
en la demanda de especies aromaticas no es acompafiado en igual magnitud por la
busqueda de formas de produccion y aprovechamiento sustentable del recurso silvestre. En
este contexto, es necesaria la caracterizacion y evaluacion de especies aromaticas nativas a
fin de establecer criterios de manejo y utilizacion. La especie estudiada en esta Tesis es
Tagetes minuta, una hierba aromatica anual nativa en Argentina, de gran interés por su AE,
el cual se utiliza industrialmente y por sus principios activos. El objetivo de esta Tesis fue
contribuir al conocimiento de dicha especie determinando la variab ilidad genética de
caracteres morfoldgicos, fenolégicos y de AE, estableciendo criterios de seleccion
referidos a la importancia de su aplicacion. El proceso de estudio de la especie comenzo
con la generacion y cultivo de una poblacion de base genética amplia representativa de la
variabilidad natural de poblaciones silvestres de la provincia de Cordoba. En dicha
poblacion, se identificaron por seleccién independiente los 100 mejores individuos
destacados morfoldgicamente y se autofecundaron. La seleccion final de estos individuos
se hizo tomando como criterio la composicién quimica del AE, obtenido por
hidrodestilacion y analizado por CG/EM. Se seleccionaron 12 individuos que se destacaron
por su morfologia y por su AE. Estos 12 individuos selectos y su descendencia (familia)
fueron evaluados en tres generaciones sucesivas, cada una cultivada en diferente afio y
localidad. En cada ciclo de cultivo se seleccion6 un individuo por familia del cual se
obtuvieron semillas por autofecundacién que dieron origen a plantas que constituyeron
entre si hermanos completos (debidamente identificados) sobre los que se repitio el
proceso de seleccion. A través de analisis multivariados se compararon las familias
morfoldgica y quimicamente y se definieron pardmetros genéticos. T. minuta mostré una
buena respuesta adaptativa al manejo a campo lo cual constituy6 un promisorio comienzo
del proceso de domesticacion. Si bien las plantas fueron autofecundadas la variabilidad en
la descendencia fue amplia, encontrandose diferencias morfoldgicas y quimicas entre las
familias. Los caracteres morfoldgicos fueron mas influenciables por el ambiente por lo que

su heredabilidad fue baja. Para los compuestos E-ocimenona y dihidrotagetona la



Resumen

heredabilidad fue alta lo que implica que su presencia en el AE tiene una componente
genética de peso. Los caracteres cualitativos presentaron gran estabilidad para cada familia
en las tres generaciones por lo que constituyeron buenos descriptores. Se identificaron tres
caracteres con mayor poder discriminante: peso seco de planta completa, inflorescencia
blanca y E-ocimenona los cuales explicaron un 96,3 % de la variabilidad y diferenciaron a
las familias en tres grupos: “Ocimenona”, “Dihidrotagetona” y “OTLO” (ocimenona-
tagetona-limoneno-ocimeno), los cuales fueron definidos como morfo-quimiotipos. Un
objetivo adicional fue evaluar la bioactividad de los quimiotipos sobre insectos,
eligiéndose larvas de Stegomyia aegypti por su importancia sanitaria. Los tres quimiotipos
identificados presentaron efecto larvicida diferencial, siendo més efectivo el quimiotipo
Ocimenona. El analisis conjunto de todos los resultados definié una asociacion positiva
entre caracteres cualitativos-AE-bioactividad lo cual constituye un importante avance a los
fines de cultivar plantas con el perfil de AE de interés. Los resultados de este proceso de
domesticacion, seleccién, mejoramiento y determinacion de bioactividad promueven el
cultivo de T. minuta para obtener AE de calidad en respuesta a demandas industriales y sin
ejercer presion sobre el recurso silvestre. Esta Tesis constituye un aporte a la
caracterizacion y puesta en valor de la flora aromética nativa de Argentina y a su
conocimiento para establecer pautas de manejo orientadas hacia la produccion de calidad y

con valor agregado.

Palabras clave: Tagetes minuta, Asteraceae, aceite esencial, mejoramiento genético
vegetal, quimiotipos, bioactividad.



Abstract

ABSTRACT

Aromatic plants show a marked increase in its use for industrial and medicinal purposes,
particularly for its essential oils (EO) which represent alternatives to synthetic products
used in both human health and crop protection. The increase in demand for aromatic
species leads to the requirement for a better quality of EO and higher stability in terms of
its chemical composition. However, this process has not been adequately complemented by
efforts tending to find efficient ways of production and sustainable exploitation of the
resource found in the wild. In this context, the characterization and evaluation of native
aromatic species to establish criteria for handling and use is required. The species studied
in this Thesis is Tagetes minuta, a native annual herb in Argentina, of great interest for its
EO, which is used industrially and by their active components. The aim of this Thesis was
to contribute to the knowledge of this species by determining the genetic variability of
morphological, phenological and EO traits, establishing selection criteria related to the
importance of its implementation. The study of the species began with the creation and
cultivation of a population of broad genetic base, representative of the natural variability of
wild populations in the province of Cordoba. In this population, 100 morphologically
outstanding individuals were identified by independent selection and selfed. The final
selection of these individuals was made by the chemical composition of EO, obtained by
hydrodistillation and analyzed by GC/MS. Individuals who stood out for their morphology
and their EO were selected. These 12 selected individuals and their offspring were
evaluated in three generations, each grown in different year and locality. Self-fertilized
seeds were obtained from one selected individual per family per growing season. From
these seeds, groups of full sibling plants were generated and the selection process was
repeated. Through multivariate analysis families were compared both morphologically and
chemically and genetic parameters were defined. T. minuta showed a good adaptive
response to management in crop which is a promising start in the domestication process.
Even when plants were selfed, offspring variability was wide, showing morphological and
chemical differences between families. Morphological traits showed a high degree of
influenceability by the environment, which indicated a low heritability. For compounds E-
ocimenone and dihydrotagetone heritability was high implying that their presence in the
EO has an important genetic component. The qualitative traits showed great stability for

every family in three generations what constituted good descriptors. Three traits with high
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discriminant power were identified: dry weight of whole plant, white inflorescence, and E-
ocimenone, which explained 96.3% of the variability and assigning the families into one of
three groups: "Ocimenone”, "Dihydrotagetone” and "OTLO" (ocimenone-tagetone-
limonene-ocimene) which were defined as morpho-chemotypes. One additional objective
was to evaluate the bioactivity of the chemotypes on larvae of Stegomyia aegypti, which
were chosen for their importance in human health. The three chemotypes identified
showed differential larvicidal effect, which was higher in the chemotype Ocimenone. The
joint analysis of all the results identified a positive association between qualitative traits-
EO-bioactivity which is an important step in order to select for plants with the desired EO
profile. The results of this process of domestication, selection, breeding and determination
of bioactivity enabled the cultivation of T. minuta to obtain EO of quality in response to
industrial demands without putting pressure on wild populations. This Thesis is a
contribution to the characterization and valorization of native aromatic flora from
Argentina and to the establishment of management guidelines oriented towards quality

production with added value.

Keywords: Tagetes minuta, Asteraceae, essential oil, plant breeding, chemotypes
bioactivity.



Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

% EP/PLANTA: proporcion del peso fresco del eje principal en el peso fresco de la planta
completa (expresado como porcentaje).
% H20/PLANTA: proporcion de agua en el peso fresco de la planta completa (expresado
como porcentaje).

ACP: andlisis de componentes principales

AE: aceite esencial

AEs: aceites esenciales

BF: botones florales

CITES: convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora and Fauna
(Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora)

CG/EM: cromatografia gaseosa/espectrometria de masa

CP: componente principal

DHT: dihidrotagetona

DLso: dosis letal media

DLgo: dosis letal noventa y nueve

DMSO: dimetilsulfoxido

DS: diferencial de seleccion

EE: error estandar

E-Ona: E-ocimenona

E-Tag: E-tagetona

F: flores

FCA: Facultad de Ciencias Agropecuarias

Flias.: familias

GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry

GXxA:: interaccion genotipo-ambiente

MLGM: modelos lineales generalizados mixtos

Lim: limoneno

Ono: ocimeno

OTLO: ocimenona-tagetona-ocimeno-limoneno

P: pimpollos

PFEP: peso fresco eje principal



Abreviaturas

PFPC: peso fresco planta completa

PFPCSs/EP: peso fresco planta completa sin eje principal
ppm: partes por millon

PSEP: peso seco eje principal

psi: pounds per square inch (libra por pulgada cuadrada)
PSPC: peso seco planta completa

PSPCs/EP: peso seco planta completa sin eje principal
SM: solucién madre

St. aegypti: Stegomyia argypti

T. minuta: Tagetes minuta

Z-Ona: Z-ocimenona

Z-Tag: Z-tagetona
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LAS ESPECIES AROMATICAS:
UN RECURSO DE IMPORTANCIA

En el mundo estan reconocidas 17.500 especies aromaticas distribuidas en 60
familias (Lawrence, 1995). Las plantas aromaticas constituyen un amplio grupo formado
por especies que pueden generar por medio de procesos fisico-quimicos un “producto
aromatico”, es decir, aquellos que tienen un olor o un sabor determinado (Bandoni et al.,
2002). Generalmente estas plantas poseen propiedades medicinales por la presencia de
principios activos, es decir, compuestos que pueden cambiar o modificar funciones en
Organos Yy sistemas de otros seres vivos (Bakkali et al., 2008; Shaaban et al. 2012). Estos
compuestos se encuentran en diferentes tejidos y organos de las plantas y pueden ser
derivados de su metabolismo primario o secundario. Particularmente los aceites esenciales
(AEs) son producto del metabolismo secundario de las plantas y estdn constituidos
principalmente por terpenos volatiles. EI AE le proporciona el aroma a estas especies y
también es el responsable de la actividad biol6gica que poseen (Tunc et al., 2000; Isman,
2002; Erler et al., 2006; Toloza et al., 2006; Gillij et al., 2008; Cheng et al., 2009). Por ser
menos toxicos para el hombre y para el ambiente los productos naturales tienen mas
aceptacién para su uso como biocida, por lo que el mercado de AEs esta experimentando
un marcado crecimiento (Regnault-Roger et al., 2012).

La utilizacion de las especies aromaticas a nivel mundial se incrementa afio a afio,
diversificandose las industrias que las emplean como la cosmética, alimenticia,
farmacéutica, agroquimica, quimica fina y tabacalera entre otras (de la Fuente et al., 2006;
Lubbe & Verpoorte, 2011; Regnault-Roger et al., 2012). Esta expansion es consecuencia
de la mayor demanda de dichas plantas en un contexto mundial de regreso a los productos
naturales y de cambios en los habitos de consumo debido a los problemas que se le
atribuyen a muchos productos sintéticos sobre la salud humana y el medio ambiente
(Bandoni, 2002). En algunos casos también existen razones de indole econémica por los
elevados costos de sintesis o por la imposibilidad tecnoldgica, hasta el momento, de imitar
exactamente un aroma natural debido a la complejidad de su composicion quimica. Este
ultimo factor es de gran peso en el caso de algunas esencias usadas en perfumeria.

En Argentina existe también un amplio mercado de plantas aromaticas silvestres,

para uso en la industria alimenticia, licorera o farmacéutica; tal es el caso de la peperina
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(Minthostachys verticilata), el incayuyo (Lippia integrifolia), la carqueja (Baccharis
crispa), el tomillito de las sierras (Hedeoma multiflorum), el cedron (Lippia citriodora), el
poleo (Lippia turbinata) y el palo amarillo (Aloysia gratissima) entre otras. En este
sentido, las especies aromaéticas silvestres estdn cobrando mayor relevancia por sus
propiedades medicinales y por la necesidad de descubrir nuevos compuestos quimicos para
la industria (Lubbe & Verpoorte, 2011).

El incremento en el consumo de especies aromaticas conlleva el requerimiento de
una mejor calidad del AE y mayor estabilidad en cuanto a su composicién quimica. Sin
embargo, este aumento en la demanda de especies aromaticas silvestres no es acompafado
en igual magnitud por la busqueda de formas de produccién y aprovechamiento sustentable
del recurso silvestre. Ante esta situacion dichas especies estan sometidas a una alta presién
de extraccion, implicando la incorporacion de algunas de ellas en los apéndices CITES
(Ten Kate & Laird, 1999). A nivel mundial entre el 80 y 95 % de las especies aromaticas,
tanto en paises en desarrollo como desarrollados, se recolectan de poblaciones silvestres
(Correa, 2002; Karki, 2002; Vines, 2004). A su vez, el material obtenido por recoleccion
no cumple con los requerimientos industriales de calidad y cantidad. La calidad se ve
afectada por la gran variabilidad morfoldgica y quimica de las especies silvestres y la
cantidad por la velocidad e intensidad de extraccion del recurso que impiden o retardan su
regeneracion natural.

Las industrias alimenticia (sabores) y cosmética (elaboracién de perfumes) son las
mas importantes y exigentes en cuanto al requerimiento de calidad y cantidad de productos
aromaticos. La demanda se orienta a la homogeneidad del material y a la abundancia y
pureza de componentes bioactivos o de interés en el caso de aceites esenciales (AEs). La
calidad responde a la alta especificidad de la demanda y depende en gran medida del
material vegetal original empleado. La posibilidad de introducir a cultivo una especie
silvestre, permite lograr una produccion constante y mas homogénea en cuanto a calidad.
La variabilidad morfoldgica y quimica de las especies aromaticas silvestres es amplia y es
consecuencia de la genética de las plantas y sus respuestas adaptativas a los ambientes
donde se desarrollan (Amujoyegbe et al., 2012). Si bien desde el punto de vista ecologico y
ambiental esta caracteristica es positiva y necesaria no favorece al mercado ya que éste
demanda estabilidad y homogeneidad en la calidad del material.

La mayoria de las compafiias y mercados farmaceéuticos y de hierbas prefieren el
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material cultivado (Laird & Pierce, 2002; Lubbe & Verpoorte, 2011). Aun asi, menos del 1
% del total de especies medicinales utilizadas en el mundo estan incluidas en sistemas de
cultivo para la produccion comercial (Schippmann et al., 2006). Arora et al. (2010)
destacan las principales ventajas del cultivo en relacion a la recoleccion silvestre: 1) la
optimizacion del rendimiento y alta calidad del producto; 2) la correcta identificacion del
material vegetal; 3) la reduccion de variabilidad genética y fenotipica; 4) la reduccion o
ausencia de contaminantes; 5) la reduccion de la variabilidad en extractos y en su
inestabilidad y 6) la disponibilidad en gran cantidad de material sin generar problemas
ambientales asociados a la extraccion desde poblaciones silvestres.

Por lo antedicho es doble la necesidad de avanzar en la caracterizacion y el cultivo de
las especies aromaticas silvestres; por un lado posibilitar un uso racional de los recursos
naturales y, por otro, caracterizarlas y evaluarlas para promover su introduccion a cultivo
en respuesta a demandas industriales. Ambos requerimientos favorecen el desarrollo de
regiones generalmente excluidas de los sistemas productivos tradicionales (Amujoyegbe et

al., 2012) por lo que ademaés la respuesta a éstos tendria un efecto positivo en la sociedad.

LA ESPECIE EN ESTUDIO: Tagetes minuta

Clasificacidn, descripcién botanica y origen

El género Tagetes pertenece a la familia Asteraceae (Tribu Helenieae), esta
compuesto por 50 especies, 12 de ellas presentes en Argentina de las cuales 5 son
endémicas (Ariza Espinar 1967; Barboza et al., 2006). Las especies de Tagetes presentan
amplia variabilidad en cuanto a las caracteristicas de su AE (Maestri et al., 1991; Zygadlo
et al., 1990; 1993a, b y c), el cual se halla contenido en glandulas oleiferas epidérmicas de
hojas y bracteas involucrales (Ferraro, 1955; Ariza Espinar, 1967; Petenatti & Ariza
Espinar, 1997).

Tagetes minuta L., conocida vulgarmente como suico o chinchilla, es una hierba
aromatica anual, con hojas opuestas e imparipinnatisectas cuya altura oscila entre 25 y 180
cm. Presenta flores amarillentas, tubulares y liguladas dispuestas en capitulos
corimbiformes (Ariza Espinar, 1967). Posee glandulas oleiferas alargadas en el involucro
de las flores y en el borde de las hojas y, raras veces, presenta glandulas puntiformes

distribuidas en toda la 1dmina foliar (Ariza Espinar, 1967). El periodo de floracion de esta
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especie tiene lugar entre fines del verano y comienzo del otofio (Alonso, 2004). Es
originaria de regiones calidas de America Central y del Sur, encontrandose
abundantemente en el norte y centro de Argentina (Petenatti & Ariza Espinar, 1997; Neher,
1968). Desde tiempos de la conquista de América fue introducida en Europa (Jordano &
Ocana, 1955). Actualmente presenta distribucion cosmopolita, ampliamente dispersada por
actividades antrépicas y es considerada maleza en los cultivos tradicionales (Martinez-
Ghersa et al., 2000).

Aceite esencial: composicion y usos

El AE de T. minuta estd constituido principalmente por los terpenos limoneno,
ocimeno, dihidrotagetona, E-tagetona, Z-tagetona, Z-ocimenona y E-ocimenona (Gil et al.,
2000; Singh et al., 2003; Babu & Kaul, 2007; Chamorro et al., 2008). Dicho AE posee
efecto bioactivo sobre diversos organismos entre los que se destacan por su importancia
sanitaria insectos vectores de enfermedades (Jacobson et al., 1975; Maradufu et al., 1978;
Green et al., 1991; Macedo et al., 1997; Keita et al., 2000). Ademas su AE es de interés
para la industria (Neher, 1968) utilizdndose principalmente en cosmetologia como
fragancia para perfumes de alta calidad (Leung & Foster, 1996). Aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA N° 172.510) (McCaleb, 1993); es utilizado como saborizante
en productos alimenticios (postres lacteos congelados, dulces, productos horneados,
gelatinas) y en bebidas cola y alcohodlicas (Singh et al., 2003). Ademaés se utiliza como
base para la sintesis quimica de nuevos compuestos aromaticos a partir de dihidrotagetona,
tagetonas (E y Z) y ocimenonas (E y Z) (Singh et al., 2003).

Comercializacion y obtencion del aceite esencial

Especies como T. minuta son potencialmente interesantes ya que pertenecen a la
flora nativa y pueden significar una alternativa productiva importante para economias
regionales (de la Fuente et al., 2006). Argentina junto con India, Egipto, Sudéafrica y
Zimbaue constituyen los principales paises exportadores de AE de T. minuta (Baser &
Buchbauer, 2010). En Argentina se extraen aproximadamente 0,5 tn/afio de AE de T.
minuta obtenido de poblaciones silvestres y se comercializa a un valor de 80-120 US$/kg
(Bandoni, 2002). Esta forma de explotacion del recurso natural se realiza sin considerar la

presidn de extraccién (que conlleva un costo ambiental) ni la calidad del AE en cuanto a
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composicion quimica. Segtn el indice de prioridad de conservacion de especies vegetales
elaborado por Martinez (2003) para el Valle de Paravachasca (provincia de Cdérdoba) la
especie se encuentra 8% entre 35 hierbas citadas. Dicho indice considera la sensibilidad
ecoldgica, la demanda comercial y el origen de la especie para el area por lo que refleja

integralmente su estado e importancia respecto a la utilizacion.

Habito de crecimiento, reproduccion y variabilidad fenotipica

Tagetes minuta es una especie r-estratega, aparece en los primeros estadios de
sucesion en un ambiente alterado por cambios en el uso de la tierra o por incendios.
Presenta resistencia a condiciones que son sub-Optimas para otras especies (de la Fuente,
2006); frecuentemente aparece como ruderal en campos abandonados (Petenatti & Ariza
Espinar, 1997).

Su forma de multiplicacion es sexual; las semillas son relativamente pequefas, sin
dormancia y sin banco de semillas persistente en el suelo (Martinez-Ghersa et al., 2000).
Estudios sobre la biologia reproductiva de la especie reflejan que posee la capacidad de
polinizarse por autogamia -interviene polen de la misma flor-, geitonogamia -interviene
polen de otra flor de la misma planta- y xenogamia -interviene polen de otra planta-
(Visintin & Bernardello, 2005). Estas posibilidades de cruzamientos al azar determinan,
entre otros factores, que exista variabilidad intra e interpoblacional.

Al ser una especie nativa en Argentina, las poblaciones silvestres de T. minuta han
permanecido en la region a lo largo de afios y estan adaptadas a condiciones ambientales
especificas (Esquinas Alcazar, 1981). Estos cambios genéticos adaptativos diferencian a
las poblaciones entre si por caracteristicas fenotipicas conservadas por generaciones. Las
Figuras 1 y 2 ilustran la variabilidad de poblaciones silvestres de la especie en las Sierras
Grandes de la provincia de Coérdoba donde se realizaron muestreos (obs. pers.). Los
campos estaban poco distantes entre si pero presentaron diferencias de tipo orograficas.
Las plantas de la poblacion de la Estancia “Las Higueritas” (ubicadas en una ladera con
leve pendiente) se caracterizaron por ser pequefias (menos de 0,5 m de altura), sin
ramificaciones, con escasas inflorescencias (Fig. 1.1). En contraposicion, las plantas de la
poblacion de la Estancia “San José¢” (ubicadas en una zona llana) fueron de mayor porte
(entre 1 y 1,5 m de altura), con ramificaciones y mayor numero y tamafio de

inflorescencias (Fig. 1.2).
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Se ha demostrado que esta variabilidad intraespecifica en T. minuta también se ve
reflejada tanto morfologica (Ordofiez et al., 2006; Massuh, 2007) como quimicamente en
en la concentracion y composicion de su AE (Gil et al., 2000; Massuh, 2007). A partir de
diferencias cualitativas y cuantitativas en el contenido de terpenos se identificaron
quimiotipos de T. minuta (Gil, 2000; Gil et al., 2000). Los quimiotipos presentan perfiles
de AE donde uno de los compuestos se encuentra ausente o en mayor proporcion que en un
perfil normal. La variabilidad encontrada en poblaciones silvestres de T. minuta es de gran
importancia y constituye la base para iniciar un proceso de seleccion y domesticacion.

Considerando la riqueza y variabilidad de las especies aromaticas nativas en cuanto a
su AE y su morfologia, éstas han sido poco estudiadas desde un punto de vista genético.
Mas escasos aun son los trabajos que relacionan la determinacién genética expresada

fenotipicamente en la composicion quimica del AE y, a su vez, su efecto bioactivo.
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Figura 1.1: Poblacion silvestre de T. minuta, Estancia “Las Higueritas”. Copina, Dpto. Punilla; Cérdoba: 31° 38" 10,70 Sy 64° 37 22,84” O

1014 msnm.
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Ante este contexto y considerando que la especie constituye un recurso de interés en
Argentina, se plante6 su caracterizacion y evaluacién tanto morfoldgica como quimica y

bioactiva en el marco de las siguientes hipotesis y predicciones:

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipdtesis 1:

Cuando las diferencias morfoldgicas, fenoldgicas y quimicas (de aceite esencial)
entre individuos de una misma especie tienen un fuerte componente genético, éstas se
manifiestan al ser cultivados todos en un mismo ambiente y se transmitirdn a la

descendencia.

Hipdtesis 2:
El aceite esencial de Tagetes minuta posee bioactividad sobre insectos que varia en

los quimiotipos.

Teniendo en cuenta estas hipdtesis, se plantean las siguientes predicciones a
comprobar durante esta tesis:
a) Los individuos de T. minuta crecidos en un mismo ambiente expresaran diferencias

morfoldgicas debidas al genotipo.

b) Los individuos de T. minuta crecidos en un mismo ambiente expresaran diferencias

en la composicion del aceite esencial debidas al genotipo.

c) Las diferencias morfoldgicas y de composicién de aceite esencial debidas al
genotipo se expresaran en la descendencia.

d) El aceite esencial de los diferentes individuos de T. minuta presentara diferencias

en su bioactividad, relacionadas con las variaciones en su composicion.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la especie Tagetes minuta L. determinando la
variabilidad genética de caracteres morfoldgicos, fenoldgicos y de aceite esencial,

estableciendo criterios de seleccion referidos a la importancia de su aplicacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar fenotipicamente familias de Tagetes minuta y determinar sus parametros
genéticos. Entendiéndose por familias a un grupo de individuos emparentados entre
si, generados a partir de semillas obtenidas por autofecundacundacion de las

inflorescecnias de una planta.

2. Caracterizar familias selectas de Tagetes minuta por los compuestos principales de su

aceite esencial.

3. Evaluar comparativamente perfiles de composicion del aceite esencial por su

bioactividad.

4. ldentificar caracteres discriminantes que permitan iniciar un proceso de seleccion de
individuos que se destaquen por caracteres morfoldgicos, fenolégicos, quimicos y por

la bioactividad del aceite esencial.
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INTRODUCCION

Para conocer, conservar y usar sustentablemente un recurso natural, es necesaria su
caracterizacion y evaluacion. De este modo se describen los atributos que permiten
diferenciar poblaciones de una misma especie y determinar su estructura, variabilidad y
utilidad (Jaramillo & Baena, 2000). Es a través de los caracteres morfoldgicos cuali y
cuantitativos como mejor se pueden describir las plantas a los fines de establecer criterios
para su manejo y aprovechamiento tanto de poblaciones silvestres como de cultivos. Los
mejores descriptores son aquellos que se pueden detectar a simple vista, de facil registro,
que tienen alta heredabilidad y alto valor taxondémico y agronémico, que se pueden aplicar
a muestras pequefias y que permiten diferenciar poblaciones (Jaramillo & Baena, 2000).
Complementariamente, la evaluacién consiste en describir el rendimiento de material
vegetal y en el caso de las plantas aromaticas también su produccion de AE. Estos
indicadores estan asociados a caracteres cuantitativos que son mas variables con el
ambiente y de baja heredabilidad.

La caracterizacion y evaluacion de una especie silvestre, como comienzo de un
proceso de seleccién y cultivo, requiere de una poblacion inicial que represente su
variabilidad natural. En especies alogamas esa variabilidad es mayor por lo que es
necesario que esa poblacién inicial sea grande. Debido a que los caracteres a evaluar
constituyen la expresién fenotipica del genotipo y son influenciables por el entorno para
iniciar el proceso de cultivo es necesario estudiar las plantas en diferentes ambientes, ya
sea simultdneamente en diferentes lugares o distintos afios en el mismo o distinto lugar.
Por otro lado, también se requiere un tratamiento igualitario de las plantas en las distintas
etapas del proceso (siembra, transplante, mediciones, cosecha y poscosecha) en cada ciclo
de cultivo para evitar alterar los valores de variabilidad. A partir del cultivo de esa
poblacién manejada uniformemente, el proceso continda con la seleccién de individuos
que se destaquen por caracteres de interés con el fin de obtener los mejores genotipos
posibles (Cubero, 2003). De esta manera se realizan selecciones sucesivas de genotipos en
base a caracteristicas deseadas. La expresion de dichas caracteristicas se observa en el
fenotipo pero debe ser una manifestacion del genotipo y no un efecto del ambiente
(Jaramillo & Baena, 2000). El ciclo de <“siembra-cosecha-siembra de semillas
seleccionadas” crea una fortisima presion de seleccion que tiene como consecuencia hacer

pasar una especie silvestre a cultivada. A ese proceso se lo denomina domesticacion y a la
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planta que surge de la silvestre, domesticada (Cubero, 2003). Para poder evaluar si el
proceso de domesticacion y seleccidon estd siendo eficiente es necesario tomar como
herramienta pardmetros genéticos que van a ser estimados a través de la variacion
fenotipica de los caracteres medidos.

Partiendo de la base que la expresion fenotipica responde a una componente
genética, otra ambiental y una tercera que consiste en la interaccion genotipo-ambiente; la
varianza sera el mejor estimador para medir la variacion fenotipica existente en el conjunto
de individuos (Cubero, 2003). En consecuencia, la varianza fenotipica depende de la suma
de las varianzas genética, ambiental y de interaccion. Una forma de evaluar la continuidad
de caracteres fenotipicos de los padres en la descendencia es a través de la heredabilidad.

La heredabilidad en sentido amplio es un pardmetro genético que se define como el
porcentaje de la variacion observada que es atribuible a los genes. Es una forma de medir
si las diferencias que se observan entre individuos se deben al genotipo o al ambiente y en

qué proporcion a uno y a otro; puede tomar valores entre cero y uno (Cubero, 2003).
H=VG/VF, VF=VG+VA+VGXxVA

Siendo H: heredabilidad, VG: varianza genotipica, VF: varianza fenotipica, VA:

varianza ambiental, VG x VA: varianza de la interaccion genotipo-ambiente.

Otro parametro genético es el diferencial de seleccion, que consiste en un valor que
brinda una medida de la superioridad de los progenitores seleccionados. Se define como la
desviacion del valor fenotipico medio de los individuos seleccionados como progenitores
con respecto a la media de la poblacion inicial.

En este marco es necesario plantear la base genética que presentan los caracteres
fenotipicos cuantitativos y cualitativos. Los primeros son mas influenciables por el
ambiente, de variacion continua y de caracter poligénico; con ellos se calcula la
heredabilidad y el diferencial de seleccion. Los segundos son menos influenciables por el
ambiente, de variacion discontinua y son el efecto de un Unico gen de herencia simple; se
analizan por presencia/ausencia en el individuo y se expresan como porcentaje en la
poblacion.

Debido a que T. minuta es una especie nativa, con poblaciones adaptadas a diferentes
condiciones ambientales y con amplia variabilidad es necesario que dicha variabilidad sea
considerada para caracterizar y evaluar la especie. Si bien T. minuta es esencialmente

albgama tambieén tiene la facultad de autopolinizarse. Esta caracteristica posibilita que se
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evalle a los progenitores y su descendencia por autofecundacion y asi medir la
heredabilidad de los caracteres. Las plantas obtenidas de esas semillas generadas por
autofecundacion constituyen entre si hermanos completos. Los caracteres mas interesantes
de seleccionar son aquellos relacionados con la produccién de AE y los compuestos que lo
forman ya que es el producto de mayor uso e importancia en esta aromatica. Asi la
seleccion se orienta a caracteres como la estructura de planta, la altura o el numero de
ramas ya que mayores valores implican mayor follaje y, por ende, mayor rendimiento de
AE. Por otro lado la seleccion también se orienta a la presencia mayoritaria de alguno de
los compuestos principales en el AE que generalmente son los responsables de las
propiedades bioldgicas (Bakkali et al., 2008) y ademas son utilizados en la industria (Arun
Kumar et al., 2004).

Como siguiente requisito es necesario que esos caracteres de interés seleccionados se
mantengan en la descendencia, para poder generar una poblacion con mayor rendimiento
de AE y de mejor calidad.

En este contexto y considerando que ante una misma presion ambiental la expresion
fenotipica esta determinada por el genotipo y su interaccion con el ambiente; al comparar
en un mismo ambiente individuos de distintas procedencias se expresaran caracteristicas
morfologicas y de AE diferenciales que pueden ser heredadas por la descendencia.

Para poner a prueba esta hipotesis se plante6 como objetivo especifico caracterizar

fenotipicamente familias de Tagetes minuta y determinar sus parametros genéticos.
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Seccion 1: Generacién y caracterizacion de una poblacion de Tagetes

minuta de base genética amplia - Obtencion de individuos selectos

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de base genética amplia. Se recolectaron semillas de 5 poblaciones
silvestres de la provincia de Cérdoba separadas entre si por una distancia mayor a 4 km,
radio de vuelo de Apis mellifera (Seeley, 1985), principal polinizador en Asteraceas
(Torres y Galeto, 2008) para garantizar el aislamiento reproductivo (Fig. 11:1, Tabla I1.1).
Un ejemplar de cada poblacion silvestre fue depositado en el Herbario de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cdrdoba (Tabla I1.1). Con dichas
semillas se generaron plantines en invernadero que fueron llevados a un ensayo a campo
con disefio completamente aleatorizado donde se evaluaron conjuntamente las 5
poblaciones silvestres (Massuh, 2007). Las semillas obtenidas del libre cruzamiento de las
plantas de dicho ensayo fueron utilizadas para conformar la poblacion de base genética
amplia (Fig. 11.2). Se consider6 que dicha poblacion presentd una base genética amplia
debido a que contuvo la diversidad génica de T. minuta de diferentes zonas de la provincia
de Cordoba. Las semillas fueron sembradas en invernadero, los plantines obtenidos se

mantuvieron bajo condiciones controladas hasta su trasplante a campo.
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Tabla 11.1: Ubicacién cartogréfica, altitud, precipitaciones y numero del ejemplar de
herbario de las poblaciones silvestres de T. minuta de la provincia de Cérdoba de las que se
recolectaron las semillas.

Localidad Latitud Longitud Altitud Precipitacion Numero de
Sur Oeste (msnm) anual (mm) Herbario

Villa Fontana 30053 63° 07 137 700 GR 591
Rio Cuarto 33°08' 64° 21 452 847 GR 590
Quilino 30013 64° 31" 402 548 GR 589
Falda del Carmen 31° 35 64° 28 650 654 GR 587
Alta Gracia 31°40' 64° 26' 553 769 GR 588

Semillas Semillas mill Semillas Semillas

poblacién poblacién 511 & poblacién poblacién

silvestre silvestre P ?1 i silvestre silvestre

Villa Rio : V;J?:C Falda del Alta
Fontana Cuarto Quilino Carmen Gracia

‘ Generacién de plantines en
invernadero

7
Y

Ensayo a campo comparativo de
plantas de 5 poblaciones
silvestres de Tagefes minuta.

plantas

v
Semillas utilizadas para generar la
poblacién de base genética amplia.

Figura 11.2: Esquema de la obtencion de semillas que fueron
utilizadas para conformar la poblacion de base genética amplia.

Ensayo a campo. 672 plantines, representativos de la variabilidad natural, fueron
Ilevados a una parcela experimental ubicada en un campo en la localidad de Alta Gracia
(Ruta C-45 Km 2, Cordoba, Argentina; 31° 38" 10" S — 64° 26" 12°" O). Dicha parcela
estuvo constituida por 24 surcos de 28 plantas cada uno, con una distancia de plantacion de
0,70 m entre surcos y 0,50 m entre plantas sobre el surco. Ademas se colocaron como
bordura perimetral 104 plantas para reducir el efecto borde. Las plantas se mantuvieron a
campo por un periodo de cinco meses, con las labores culturales necesarias (Mufioz, 2000;
Ojeda, 2004).
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Los caracteres cuantitativos y cualitativos evaluados fueron definidos en base
experiencias de cultivo preliminares (Massuh, 2007) y son los que mejor explican la
variabilidad existente en T. minuta. Todos los caracteres se midieron al inicio de la
floracion, estadio donde la planta cesa su crecimiento las mediciones de altura se hicieron
en diferentes etapas del cultivo y las de peso se realizaron posteriormente a la cosecha
(Mufoz, 2000; Ojeda, 2004).

Caracteres cuantitativos:

Altura Inicial: Medicion realizada a los 4 dias del transplante.
Altura 2: Medicion realizada a los 60 dias del transplante.
Altura Final: Medicion realizada previo a la cosecha de las plantas.
En todos los casos, la altura de planta (cm) se tomé desde la base hasta el extremo distal de
la rama maés larga.
N° de ramas: cantidad de ramas que nacen desde el eje principal o del punto de
ramificacion, dependiendo de la estructura de la planta.
Peso fresco y seco de planta completa (g): PFPC y PSPC respectivamente.
Peso fresco y seco de planta completa sin eje principal (g): PFPCS/EP y PSPC/SEP
respectivamente.
Peso fresco y seco del eje principal (g): PFEP y PSEP respectivamente.
A partir de los caracteres medidos se estimaron las siguientes variables:

- Crecimiento: Altura Final — Altura Inicial.

- % EP/PLANTA: proporcidon del peso fresco del eje principal en el peso fresco

de la planta completa.

- % H,0/PLANTA: proporcion de agua en el peso fresco de la planta completa.

Caracteres cualitativos:

Estructura de planta: Definida por la forma del follaje, la distribucién de las ramas y la
presencia de eje principal.

Presencia de eje principal: Rama central, directriz en la planta, de la cual salen
ramificaciones secundarias subramificadas (Fig. 11.7 b) o simples (Fig. 1.7 c).

Los siguientes tres caracteres relacionados con el ciclo fenoldgico fueron relevados en el

mismo dia a partir de que el 100 % de las plantas inici6 el proceso de floracion.

Prevalencia de BF y P: Mayor presencia de botones florales y pimpollos.
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Prevalencia de F: Mayor presencia de flores.

Presencia de Frutos: Aparicion de frutos.

Disposicion de Inflorescencia: segun se encontrasen a lo largo de toda la rama o en su
extremo distal; se diferenciaron en intercalar o terminal respectivamente.

Densidad de inflorescencia: Se determind por comparacién de la densidad de las
inflorescencias de cada planta con dos modelos seleccionados previamente. Se
diferenciaron en densa o laxa (Fig. 11.3).

Color de inflorescencia: Se diferencié en amarillo o blanco (Fig. 11.4).

Identificacion de la poblacion selecta. Se utiliz6 el método de seleccion
independiente (Cubero, 2003) adaptado para seleccionar individuos que presentaron de
manera simultanea todas las caracteristicas deseadas. En base a resultados preliminares
(Massuh, 2007) se definieron como criterio de seleccion los caracteres altura de planta (h),
estructura de planta y nimero de ramas (N° de ramas). Dichos caracteres fueron medidos
en todas las plantas 60 dias después del transplante; antes de la aparicion de botones
florales. Para establecer el limite inferior de cada caracter del criterio de seleccién se
considero el valor medio poblacional. El criterio para definir la poblacion selecta quedd

conformado de la siguiente manera:

Individuo selecto= h (> X ) + Estructura selecta de planta + N° de Ramas (>X )

Las plantas de la poblacion de base genética amplia que cumplieron con el criterio de
seleccion constituyeron la poblacién selecta (subgrupo de la poblacion de base genética
amplia). A cada planta se le cubrieron algunas ramas florales en estadio de botones florales
con bolsas de tela sintética de trama ultrafina (Fig. 11.5) para garantizar la autofecundacion y

obtener sus semillas para su uso en ensayos posteriores.

Cosecha y poscosecha. Cada planta fue cosechada individualmente (manteniendo su
identificacion) en plena floracion que es el periodo de mayor rendimiento del AE (Mufioz,
2000; Singh et al., 2003). El ensayo se dejo de regar 3 dias antes de la cosecha (Sangwan
et al., 2001); el nivel de corte de planta se determind a 10 cm del suelo. A los individuos
seleccionados y autofecundados se los cosechd parcialmente para asegurar la madurez de

las semillas (Fig. 11.6).
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Figura 11.3: Densidad de inflorescencias de T.
minuta. a) Densa. b) Laxa.

Figura 11.5: Bolsa de autofecundacion. Inflorescencias
a) en desarrollo. b) desarrolladas dentro de la bolsa.

Figura 11.6: Individuos selectos cosechados. Quedd en pie el
eje principal y las ramas con bolsas de autofecundacion.
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Cada planta de la poblacion selecta se coloco en bolsa de papel manteniendo su
identificacion y fue pesada (peso fresco). Las bolsas se almacenaron en una habitacion
techada y ventilada, secandose a temperatura ambiente siguiendo la metodologia descripta
por Mufioz (2000) para especies aromaticas. Una vez que las plantas estuvieron
deshidratadas se las pes6 nuevamente registrandose el peso seco.

Los restos de planta con las bolsas de autofecundacion se cosecharon cuando
estuvieron secos. Se los pes6 manteniendo la identificacion y se calculé su peso fresco en
funcion del porcentaje de agua que presentd la parte de la planta cortada anteriormente.
Las semillas autofecundadas de cada planta fueron almacenadas en bolsas de papel con la

correspondiente identificacion.

Obtencion del aceite esencial. EI material vegetal seco (hojas y flores) de cada una
de las plantas fue destilado individualmente para la extraccion del AE, su cuantificacién y
analisis quimico por cromatografia gaseosa (éste Ultimo aspecto se desarrollara en el
Capitulo 111). La destilacion se realizo por arrastre de vapor de agua en equipo Clevenger
modificado, con cdmara de extraccion separada. EI material vegetal destilado consistié en
inflorescencias, hojas y tallos finos. Tallos gruesos y eje principal no fueron destilados ya
gue no aportan AE.

Las muestras de AE se deshidrataron mediante el agregado de sulfato de sodio
anhidro y se conservaron en freezer (-4 °C) para ser analizadas. Se midi6 el volumen de
AE obtenido de cada muestra de material vegetal destilada y se calcul6 el rendimiento,

definiéndose una nueva variable cuantitativa:
Produccion de AE (ml AE/100 g material vegetal seco)

Identificacién de individuos selectos. A partir de la composicién quimica, se
seleccionaron 12 plantas que se identificaron como indviduos selecctos (subgrupo de la
poblacion selecta). Para la seleccién quimica se consider6 la presencia en alto porcentaje
de uno o varios de los compuestos principales del AE: limoneno, ocimeno,
dihidrotagetona, E-tagetona, Z-tagetona, Z-ocimenona y E-ocimenona. De cada individuo
selecto se tomaron las semillas autofecundadas para ser utilizadas en un ciclo de cultivo

posterior donde se evaluaron familias.

Analisis estadistico. Con los datos del primer ciclo de cultivo se hicieron analisis

descriptivos a los fines de caracterizar la poblacion de base genética amplia, la poblacién
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selecta y los individuos selectos. De la poblacion de base genética amplia y de la selecta se
compararon los caracteres utilizados como criterio de seleccién y se calculé el diferencial
de seleccion (DS).

La caracterizacion de los individuos selectos se realizd a nivel cuantitativo
(caracteres morfologicos y de rendimiento de AE) y cualitativo (caracteres morfoldgicos y
fenoldgicos). Mediante el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2011) se
realizaron analisis multivariados de componentes principales (ACP) para los caracteres
cuantitativos (datos estandarizados). Debido a que el nimero de caracteres cuanitativos fue
superior al de individuos selectos se realiz6 un anélisis de correlacién con el fin de reducir
las variables a introducir en el ACP; se tomO como criterio eliminar aquellas con
coeficiente de Pearson mayor a 0,7 (p < 0,01). Con los caracteres cualitativos, expresados

como frecuencias relativas, se realiz6 un anélisis de correspondencia.
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RESULTADOS

De las 672 plantas que constituyeron la poblacion de base genética amplia 453
sobrevivieron al trasplante. La mortalidad fue elevada (32 %) debido a que las plantas
tuvieron que soportar el estrés del transplante, el manejo en cultivo y las nuevas

condiciones ambientales a las cuales no todas se adaptaron.

Para el caracter estructura de planta se observaron 5 formas de las cuales se
seleccionaron dos (Fig. 1.7 a y b) por presentar mas ramificaciones y follaje y por

diferenciarse de la estructura caracteristica de los individuos silvestres (Fig. 11.7 c).

Figura 11.7: Estructura de plantas de T. minuta. a) Las ramificaciones son de
largo similar y nacen a la misma altura de la planta. b) Las ramificaciones nacen a
lo largo del eje principal siendo més largas las de la base de la planta. ¢) Las
ramificaciones son de similar largo y nacen a lo largo del eje principal; es la
estructura caracteristica de la especie.

La poblacion de base genética amplia mostré amplia variabilidad en cuanto a los
caracteres definidos como criterio de seleccion (Tabla 11.2).

A partir de la caracterizacion de la poblacion de base genética amplia se definieron
los limites del criterio de seleccion. Los valores promedio fueron 115 cm para altura de
planta y 13 ramas para N° de ramas mientras que las estructuras selectas fueron laa o la b
(Fig. 11.7):

Individuo selecto=h (= 115c¢m) + Estructura selecta de planta (a 6 b) + N°de Ramas (> 13)

El 26 % de las plantas de la poblacion de base genética amplia cumplié
simultanemante con las tres condiciones establecidas como criterio de seleccion (Tabla
11.3).
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Tabla 11.2: Poblacion de base genética amplia: medidas de resumen. Caracteres cuantitativos y
cualitativos utilizados como criterio de seleccion morfoldgica.

Coeficiente de

Caracteres Plantas Promedio E.E.* Variacion Min. Méx.
Cuantitativos  totales (cm) (cm) (%) (cm) (cm)
Altura 2 453,00 115,00 1,44 27,60 19,00 197,00
N° Ramas 453,00 13,00 0,43 69,23 1,00 46,00
Caracter Plantas Estruc. ""a" Estruc. "'b'"*  Estruc. ''c'* Otras Estruc.
Cualitativo totales (%) (%) (%) (%)
Estructura 453,00 27,81 51,65 13,47 7,07

*E.E.: Error estandar.

Las 117 plantas que cumplieron con el criterio de seleccion constituyeron la
poblacién selecta (Tabla 11.3) que superd el valor promedio de la poblacion de base
genética amplia tanto para la altura de planta (DS = 38 cm) como para el nUmero de ramas
por planta (DS = 10 ramas). Ademas estos caracteres presentaron menor variabilidad que
en la poblacion de base genética amplia donde los coeficientes de variacion fueron

mayores.

Tabla 11.3: Poblacion selecta: medidas de resumen. Caracteres cuanti y cualitativos utilizados
como criterio de seleccion morfoldgica.

Coeficiente de

Caracteres Plantas Promedio E.E. \Variacion Min. Max.
Cuantitativos  totales (cm) (cm) (%) (cm) (cm)
Altura 2 117,00 152,91 1,43 10,12 122,00 192,00
N° Ramas 117,00 23,43 0,58 28,45 13,00 46,00
Caracter Plantas Estruc. ""a"  Estruc. "b"  Estruc. "'¢"" Otras Estruc.
Cualitativo totales (%) (%) (%) (%)
Estructura 117,00 9,40 90,60 0,00 0,00

El proceso final de seleccion se llevo a cabo sobre la poblacion selecta, tomando
como criterio de seleccién la composicion quimica del AE. Se seleccionaron 12 individuos
que se destacaron por presentar mayor proporcion de alguno de los 7 compuestos
principales del AE (Fig. 11.8). En estos individuos los 7 compuestos principales
conformaron en promedio el 85,6% de la composicion total. Entre los individuos selectos
se observé gran variabilidad en todos los caracteres evaluados, tanto cuantitativos (Fig.
11.9) como cualitativos (Fig. 11.10), excepto para estructura de planta que solo fue

representada por la forma b (Fig. 11.7).
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Figura 11.9: Caracteres cuantitativos de los individuos selectos.

H Inflorescencia Densa

(Plantas 2,3,4,7,12) H Inflorescencia Intercalar

(Plantas

i Inflorescencia Laxa 2,3,5,7,8,9,10,11,12)

(Plantas

156,89.10,11) M Inflorescencia Terminal

(Plantas 1,4,6)

i Prevalencia de BF y P

(Plantas 4,6,7) M Inflorescencia Amarilla

. (Plantas 2,3,4,7,12)
i Prevalencia de F

(Plantas 1,2,3,5,8,9,10,11) i Inflorescencia Blanca

4 Prevalencia de Frutos (Plantas 1,5,6,8,9,10,11)

(Planta 12)

Figura 11.10: Caracteres cualitativos de los individuos selectos.
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Mediante el andlisis de correlacion se redujo el nimero de caracteres morfoldgicos
cuantitativos de 14 a 7: %EP/PLANTA, PSPC/sEP, altura final, crecimiento, N° de ramas,
%H,O/PLANTA y AE en 100 g de material vegetal. Con estos 7 caracteres se realiz6 un
ACP en el que el 70,9 % de la variabilidad observada entre los individuos selectos fue
explicada por las dos primeras componentes (CP1 y CP2) (Fig. 11.11). A nivel de la CP1,
componente que explica el 42,7 % de la variabilidad total, las variables con mas inercia
fueron el N° de ramas y %EP/PLANTA,; mientras que, a nivel de la CP2 (componente que
explica el 28,2 % de la variabilidad observada) las variables que permitieron establecer
diferencias entre los individuos fueron: PSPC/SEP vy el rendimiento de AE en 100 g de
material vegetal (Fig. 11.11). Se observo una correlacion positiva para el caracter altura
final con los caracteres N° de ramas, crecimiento, %H,O/PLANTA y PSPC/sEP los cuales
son indicadores de mayor tamafio de planta y mayor fitomasa caracteristicas por las que se
destacaron los individuos selectos 1, 2, 3, 8, 9, 10 y 11 que también presentaron mayor
produccién de AE en 100gr. Por el contrario, los individuos selectos 5y 12 fueron los de
menor tamafio y ndmero de ramas; a su vez presentaron una mayor proporcion de eje
principal respecto al peso total de la planta. Los individuos selectos 4, 6 y 7 se
diferenciaron de los demés por tener mayor peso seco y menor rendimiento de AE en 100 g
de material vegetal.

A nivel cualitativo el individuo selecto 12 se caracteriz6 por su ciclo de floracién
acelerado ya que predomindé la presencia de frutos; en oposicion, los individuos 4, 6 y 7
presentaron floracion retrasada (predominaron botones florales y pimpollos) (Fig. 11.12).
Los individuos selectos 1, 5, 8, 9, 10, 11 y 12 se diferenciaron de los demas por presentar
inflorescencias blancas, laxas y de disposicion intercalar; ademas se observd asociacion
entre los caracteres color y densidad de inflorescencias.

El rendimiento de AE en 100 g de material vegetal seco el promedio fue de 0,37 ml
con valores minimos y maximos de 0,12 y 0,50 ml respectivamente (Fig. 11.9). Se
destacaron por su rendimiento los individuos selectos 2, 3, 8 y 9 mientras que los

individuos 4 y 6 fueron los de menor produccion.
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Figura 11.12: Analisis de correspondencia de caracteres cualitativos. Se compararon los
individuos selectos (circulos rojos) en relacion con los caracteres (circulos azules).
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DISCUSION

En un proceso de domesticacion la eficacia de la seleccién se basa en la variabilidad
existente en el material inicial (Bernath, 2002). Las diferencias morfoldgicas y quimicas
observadas entre los individuos de la poblacion de base genética amplia reflejaron la gran
variabilidad de T. minuta, aun cuando las poblaciones silvestres que le dieron origen
provinieron de un area reducida respecto a su rango de distribucion tanto regional como
mundial (Martinez-Ghersa et al., 2000). La existencia de gran variabilidad en la poblacién
de base genética amplia se reflejo en los altos valores de coeficiente de variacion y
constituy6 un importante comienzo en el proceso de domesticacion y mejoramiento.

Como indica Cubero (2003), al constituir una poblacion con caracteristicas
superiores se busca mejorar la genética de la siguiente generacion. Los caracteres altura,
estructura de planta y N° de ramas definidos como criterio de seleccion constituyeron
buenos descriptores para diferenciar las plantas; ademéas presentan la ventaja de que
pueden ser medidos en una etapa temprana del desarrollo permitiendo identificar desde el
inicio del cultivo a aquellos individuos que poseen los caracteres deseados. Otra
caracteristica de importancia de estos descriptores es que son indicadores de rendimiento
por lo que antes de la cosecha es posible estimar la produccion del cultivo. Los valores de
estos descriptores en las plantas evaluadas fueron respuestas fenotipicas del genotipo, del
ambiente y de la interaccion entre ambos. Mediante el proceso de seleccion se aumenta la
frecuencia de expresion de los caracteres deseados en esa nueva poblacion. En esta primera
etapa de seleccion la poblacion selecta super6 notablemente a la poblacién de base
genética amplia; particularmente para los caracteres altura, N° de ramas y estructura
selecta, los valores promedio se incrementaron en un 23; 77 y 26 % respectivamente. Los
menores valores de los coeficientes de variacion indicaron una disminucion en la
variabilidad en la poblacion selecta respecto a la de base genética amplia. Estos resultados
evidencian lo que afirma Cubero (2003) en relacion al aumento en la frecuencia de
expresion de los caracteres deseados como resultado de un proceso de seleccion.

Comparativamente, los valores de altura de planta registrados en la poblacion de base
genética amplia se corresponden con los reportados por Ariza Espinar (1967), quién
describe el rango para la especie entre 25 y 180 cm. Los individuos selectos presentaron

valores de altura que se encuentran en el cuarto superior del rango antes mencionado, lo
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cual es una respuesta al proceso de seleccion y esta correlacionado con un mayor follaje y
mayor produccion de AE.

El aumento en las ramificaciones de los individuos selectos de T. minuta fue
obtenido mediante el proceso de seleccion el cual se basa en la variabilidad genética y
busca que el caracter esté presente en la siguiente generacion como parte del proceso de
mejoramiento genético. Singh et al. (2003) iniciaron el cultivo de T. minuta evaluando
unicamente practicas de manejo y promovieron la ramificacion de las plantas mediante la
eliminacién de meristemas apicales. Este tipo de practica tiene como desventaja que
requiere ser realizada en cada ciclo cultivo y, a su vez, implica mayor disponibilidad de
mano de obra, maquinaria y tiempo lo cual se traduce en mayores costos.

Los 7 compuestos principales identificados en el AE estuvieron presentes en todos
los individuos selectos aunque en diferente proporcion, coincidentemente con lo descripto
por Gil et al. (2000) y Chamorro et al. (2008). Los compuestos de mayor peso para
diferenciar a los individuos selectos en funcion de la composicion del AE fueron
dihidrotagetona y ocimenona. Esta diferenciacion del AE fue consecuencia de la
variabilidad quimica propia de la especie ya que todas las plantas fueron cultivadas en el
mismo ambiente, cosechadas en el mismo estadio fenolégico (floracion) y cada muestra
destilada tuvo la misma composicion (hojas y flores). Sin embargo, en otros trabajos se
atribuyd a las condiciones ambientales y de manejo como las causas de las diferencias en
la composicion del AE (Gil et al., 2000; Singh et al., 2003; Chamorro et al., 2008). Gil et
al. (2000) y Chamorro et al. (2008) obtuvieron un AE rico en dihidrotagetona destilando
hojas de plantas no florecidas mientras que Singh et al. (2003) lo extrajeron de plantas
cultivadas en otofio. La existencia de una condicionante genética fuerte en la expresion
fenotipica “composicion del AE” de los individuos selectos posibilita continuar un proceso
de seleccion quimica que, independientemente del manejo agronémico, permitira obtener
plantas con AE de composicion menos variable. El rendimiento promedio de AE de todos
los individuos selectos (0,37 ml/100g) fue inferior al obtenido por Gil et al (2000) (0,88
ml/100g) pero superior al obtenido por Singh et al. (2003) (0,30 ml/100g) por lo que esta
dentro del rango de la especie.

Tanto Amujoyegbe et al. (2012) como Arora et al. (2010) destacan las ventajas del
cultivo de plantas medicinales respecto a la recoleccién silvestre. Teniendo en cuenta la
demanda que hay del AE de T. minuta (Bandoni, 2002) y la presion de extraccion que tiene
en la provincia de Cérdoba (Martinez, 2003), los resultados de este trabajo constituyen una
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base importante para la introduccion de la especie al cultivo orientada a la produccion de
AE que responda a los requerimientos industriales de calidad y estabilidad en cuanto a su

composicion quimica.
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Seccion 2: Generacion de familias de hermanos completos.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar las familias originadas a partir de los individuos selectos se generaron
dos nuevos ciclos de cultivo en afios subsiguientes (Fig. 11.13). Se nombré a las familias
con el mismo ndmero identificatorio (del 1 al 12) segun el individuo selecto del que
provenian.

El segundo ciclo de cultivo se realizo en el Campo Escuela de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias - UNC (31° 29" 117" S - 64° 00" 22" O; Km 15 camino a Capilla
de los Remedios, Cordoba). Se buscd una localidad diferente a la del primer ensayo para
evaluar las familias en otro ambiente. Con las semillas (generadas por autofecundacién) de
los 12 individuos selectos se obtuvieron 240 plantines en invernaculo los cuales se
mantuvieron identificados. La parcela experimental se disefid con una familia por surco,
cada uno con 20 plantas (hermanos completos). La separacion entre surcos fue de 0,70 my
entre plantas 0,50 m. Ademas se generd un excedente de plantines de T. minuta que fueron
colocados perimetralmente en el ensayo y constituyeron la bordura. Los caracteres
evaluados y la metodologia empleada fueron las mismas que las descriptas anteriormente
para el primer ensayo a campo. Por cada familia se autofecundd una planta y se destilaron
una o dos plantas para luego analizar su AE.

Se incorporaron dos nuevos caracteres cualitativos a partir de la observacion de

diferencias entre familias en relacion a las glandulas oleiferas foliares:

Tipo de Glandulas: Presencia de glandulas oleiferas alargadas y puntiformes o sélo
alargadas en la lamina foliar, se diferencié en glandulas de dos tipos o de un
tipo respectivamente (Fig. 11.14 a).

Densidad de Glandulas: Cantidad de glandulas oleiferas en la lamina foliar. Se diferencio
en abundantes (mas de 100 glandulas por foliolo; Fig. 11.14 b) y escasas

(menos de 100 glandulas por foliolo; Fig. 11.14 c).
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En relacién al rendimiento de AE se incorpor6 una nueva variable que considera a
las familias:

Produccién promedio de AE por familia: Rendimiento de AE en el peso seco promedio de

planta completa sin eje principal por familia en funcién a su rendimiento de AE
en 100 g.

Figura 11.14: Foliolo de T. minuta. a) Detalle de donde se muestran los dos tipos de glandulas
oleiferas, vistas por transparencia. En los bordes del foliolo se encuentran las glandulas alargadas y
en el centro, perinervalmente, las puntiformes. b) Foliolo con glandulas abundantes. ¢) Foliolo con
glandulas escasas. Escala en centimetros.

Se realiz6 un tercer ciclo de cultivo en el verano siguiente para comparar las familias
en la tercer generacion. La parcela nuevamente se implanté en el Campo Escuela (FCA-
UNC) pero por ser realizada en el siguiente verano se considera que el ambiente es
diferente. Para ello se generaron plantines a partir de semillas obtenidas por
autofecundacion de una planta por familia de la segunda generacion (segundo ciclo de
cultivo). Las plantas autofecundadas fueron selectas por caracteres morfologicos vy
quimicos (composicion del AE). El disefio de la parcela experimental fue idéntico al
descripto anteriormente: 12 surcos de 20 plantas cada uno perimetralmente rodeados por la
bordura, con una familia de hermanos completos en cada surco. Los caracteres a evaluar y
la metodologia empleada fueron iguales a las detalladas anteriormente para el segundo
ensayo a campo. Por cada familia se autofecund6 una planta y se destilaron tres plantas

para luego analizar su AE.

Analisis estadisticos. Todos los analisis se realizaron mediante el programa

estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2011) con un nivel de significacion de a= 0,05.
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Con los valores obtenidos para cada uno de los caracteres cuantitativos medidos en
las plantas en los tres ciclos de cultivo se estimd el parametro genético de heredabilidad en
sentido amplio (Mariotti, 1986; Falconer & Mackay, 2001). Para ello se realizaron anélisis
por modelos lineales generalizados mixtos (MLGM) con el programa estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2011) con acceso a la plataforma R (R Development Core Team, 2011) y

se calcularon los componentes de la varianza fenotipica. EI modelo incluyo:

e Familias: variacion fenotipica de origen genético.

e Ciclo de cultivo: variacion fenotipica de origen ambiental.

e Familia-Ciclo de cultivo: variacion fenotipica por interaccion genotipo-
ambiente.

e Residuo (con una Unica componente): variacion fenotipica no explicada.

Finalmente, con los valores de los componentes de la varianza se calcul6 la
heredabilidad en sentido amplio para cada caracter cuantitativo (morfologico y de
composicion de AE).

Para caracterizar cada familia se realiz6 un andlisis de MLGM con cada una de las
variables morfoldgicas cuantitativas evaluadas, incorporando el ciclo de cultivo como
covariable de efecto aleatorio con el fin de eliminar el efecto afio. Del anélisis de cada
variable se obtuvieron los residuos y predichos. Para cada individuo se obtuvo un nuevo
valor de cada variable a partir de la suma de los residuos y predicho. Los nuevos valores
fueron identificados agregando al nombre del caracter la denominacion “corregido/a”.

Con los caracteres cuantitativos corregidos se realizaron analisis multivariados de
conglomerados y de componentes principales. En el primero se evaluaron todos los
caracteres y en el segundo s6lo los de mayor peso definidos mediante analisis de
correlacion, se eliminaron aquellos con coeficiente de Pearson mayor a 0,7 (p < 0,01). Para
determinar el nivel de corte (grupos formados) en el dendrograma del analisis de
conglomerado se realizaron andlisis de comparacidn de medias multivariadas (gDGC) con
nivel de significacion a= 0,05 y encadenamiento ward. Se trabajé con los datos
estandarizados.

La comparacion del rendimiento de AE se hizo a través de un ANOVA solo con las
plantas del tercer ciclo de cultivo ya que en éste se dispuso de suficientes repeticiones por
familia. Se utilizé como test a posteriori de comparacion de medias el DGC (Di Rienzo et
al., 2001).
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En el caso de los caracteres cualitativos se trabajo con tablas de contingencia
mediante analisis Chi? considerandose como estadistico el valor de Chi? de Pearson; los
individuos selectos (primer ciclo de cultivo) no fueron incluidos en este andlisis ya que el
mismo requiere de repeticiones. Se realizaron analisis de conglomerados y de
correspondencia para evaluar conjuntamente todos los caracteres cualitativos
relacionandolos con las familias en los tres ciclos de cultivo. Para reducir el namero de
caracteres cualitativos a introducir en el analisis de correspondencia se realizé un analisis
de correlacion con todos los caracteres cualitativos registrados y se tom6 como criterio

eliminar aquellos con coeficiente de Pearson mayor a 0,7 (p < 0,01).
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Resultados

RESULTADOS

Los caracteres cuantitativos morfolégicos manifestaron amplia variabilidad entre los

progenitores y su descendencia, esto se reflejo en los bajos valores de heredabilidad que

presentaron (Tabla 11.4). Sin embargo los componentes del AE se mantuvieron con mas

estabilidad en

la descendencia.

Se destacaron

los compuestos E-ocimenona y

dihidrotagetona (DHT) que presentaron los mayores valores de heredabilidad (Tabla 11.5).

Tabla 11.4: Heredabilidad de los caracteres morfoldgicos y varianzas que la determinan.

Caracter

Heredabilidad

VARIANZA FENOTIPICA

Varianza Varianza Varianza Varianza
Genética Ambiental GxA Residual
Altura Final 0,13 142,91 56,69 170,41 706,27
Crecimiento 0,04 166,20 0,00 0,00 3819,60
PFPCs/EP 0,24 6985,10 0,00 3735,80 17839,10
PFEP 0,06 218,84 1768,61 290,38 1534,11
PFPC 0,23 8647,12 795,67 4152,92 23902,42
PSPCs/EP 0,21 801,05 34,05 720,87 2191,38
PSEP 0,08 44,45 286,78 55,99 196,69
PSPC 0,22 1075,29 0,00 891,91 299172
N° de Ramas 0,13 7,30 15,28 10,30 25,35
Tabla I11.5: Heredabilidad de componentes del AE y varianzas que la determinan.
VARIANZA FENOTIPICA
Compuesto Heredabilidad Varianza Varianza Varianza Varianza
Genética Ambiental GxA Residual
limoneno 0,22 4,28 6,21 6,13 2,48
ocimeno 0,13 8,11 0,00 48,33 7,22
DHT 0,44 335,81 4,09 415,00 6,23
E-tagetona 0,11 1,42 0,57 0,31 10,11
Z-tagetona 0,22 7,67 7,34 7,54 11,80
Z-ocimenona 0,07 9,77 54,76 75,27 3,50
E-ocimenona 0,55 355,95 60,27 214,59 12,54

Los valores de varianza residual

elevados que presentaron

los caracteres

morfologicos indican que un gran porcentaje de la variacion no esta explicada en el
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modelo. De modo contrario, los valores de varianza residual para los compuestos del AE
fueron menores, indicando un mejor ajuste del modelo.

En base al andlisis de conglomerado y la comparacion de medias multivariadas con
todos los caracteres cuantitativos se generaron 5 grupos (Fig. 11.15). Mediante el analisis de
correlacion se redujo el numero de caracteres morfoldgicos cuantitativos de 15 a 6:
%EP/PLANTA, altura final, PSPC, crecimiento, N° de ramas, %H,O/PLANTA. En el ACP
realizado con los 6 caracteres de mayor peso (Fig. 11.16) los dos primeros ejes explicaron
un 86,8 % de la variabilidad. En el CP1 (53,2 %), los caracteres con mayor inercia fueron
el crecimiento y la proporcion peso del eje principal/peso de planta completa (%
EP/Planta). En el CP2 (33,6 %), los caracteres de mayor influencia fueron altura final y el
porcentaje de agua en la planta (%H,O/PLANTA). La familia 12 se diferencio por ser la de
menor tamafio y la 7 por presentar mayor valor en la relacion % EP/Planta. El
agrupamiento de las familias en el ACP con los caracteres de mayor peso (Fig. 11.16) fue
congruente con el obtenido en el analisis de conglomerados realizado con todos los
caracteres (Fig. 11.15).

El rendimiento de AE presentd diferencias significativas entre familias tanto en
100 g de materia seca (F= 13,49; p < 0,0001) (Fig. 11.17 a) como en el peso seco promedio
de planta completa sin eje principal (F= 31,28; p < 0,0001) (Fig. 17 b). Las familias 2 y 3
se destacaron en el rendimiento en 100 g y por planta, en este Gltimo los valores fueron
mayores ya que ambas familias contaron con plantas grandes. Las familias 8, 9 y 11, si
bien no se destacaron en el rendimiento en 100 g, al considerar el peso promedio de las
plantas, el valor de rendimiento aumenté notablemente. Las familias 4, 5y 12, presentaron
plantas pequefias (promedio de peso seco inferior a 100 g) y al expresar el rendimiento de

AE por planta el valor fue menor.



Capitulo Il - Caracterizacion fenotipica: Seccion 2 Resultados

12

5 li

0,00 1,34 2,69 4,03 5,38

Figura 11.15: Andlisis de conglomerados agrupando las familias por caracteres
cuantitativos. Correlacion cofenética= 0,685. Se utilizaron los caracteres corregidos, el
método Ward y la distancia Mahalanobis. Los grupos (representados por colores) se definieron
mediante el analisis gDGC.
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Figura 11.16: Analisis de componentes principales con los caracteres cuantitativos. Se
compararon los caracteres corregidos de mayor peso. Los dos primeros ejes explican el 86,8 %
de la variabilidad. Circulos azules: familias; vectores con circulo amarillo: caracteres.
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Figura 11.17: Rendimiento promedio de AE por familia. a) En 100 g de material
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Resultados

Los caracteres cualitativos fueron analizados por

estableciendo relaciones con las familias en el segundo y tercer ciclo de cultivo (Tabla
11.6). De las 12 familias, 5 presentaron asociaciones con al menos un caracter cualitativo en
el segundo y/o tercer ciclo de cultivo. La presencia de asociacion familia-caracter
cualitativo en los dos ciclos de cultivo (familias 7 y 12) es indicador de la estabilidad del

caracter en cuestion para esa familia y lo convierte en un buen identificador.

Los caracteres cualitativos relacionados con las inflorescencias y con las glandulas
foliares presentaron dos formas de expresion mutuamente excluyentes, identificandose una
relacion de asociacion entre éstas y algunas familias (Tabla 11.6). En las familias 7, 8 y 9
hubo asociacidn los caracteres inflorescencias densas y amarillas y glandulas escasas y de

un tipo. La familia 4 estuvo asociada con la ausencia de estructura selecta y la 12 con la

presencia de frutos.

tablas de contingencia,

Tabla 11.6: Relacién entre familias y caracteres en el segundo y tercer ciclo de cultivo.

Segundo Ciclo de

Tercer Ciclo de

Familia Caracter Cultivo Cultivo
Chi? p Chi? p
4 Estructura selecta* 112,10 <0,0001
Inflorescencias densas 110,25 <0,0001 212,52 <0,0001
Inflorescencias amarillas 108,17 < 0,0001 215,08 < 0,0001
7 Inflorescencias terminales 26,39 < 0,0057 186,37 < 0,0001
Glandulas escasas 102,21 <0,0001 190,65 <0,0001
Glandulas de un tipo 94,65  <0,0001 201,41 <0,0001
Inflorescencias densas 212,52 < 0,0001
8 Inflorescencias amarillas 215,08 <0,0001
Glandulas escasas 190,65 < 0,0001
Inflorescencias densas 212,52 < 0,0001
9 Inflorescencias amarillas 215,08 <0,0001
Glandulas escasas 190,65 < 0,0001
BF y P* 133,93 < 0,0001 139,89 < 0,0001
12 Frutos 33,52 <0,0001 137,26 <0,0001

*Caracteres con asociacion negativa (ausencia del caracter).
BF y P: Botones Florales y Pimpollos

Se establecié ademas una correlacién positiva significativa para algunos de los
caracteres cualitativos entre si (Tabla 11.7), lo que significa que la presencia de uno implica

que el otro también se expresa en la planta. Esta es otra forma de identificar posibles

descriptores ya que los caracteres asociados tienen una fuerte base genética.



Capitulo Il - Caracterizacion fenotipica: Seccion 2 Resultados

Tabla 11.7: Asociaciones entre caracteres cualitativos segun el analisis de correlacion.
Coeficiente de

Caracteres correlacionados Probabilidad  correlacion de
Pearson
Inflorescencia laxa - Inflorescencia blanca p=0 0,94
Inflorescencia laxa - Glandulas abundantes p=0 0,78
Inflorescencia laxa - Glandulas de dos tipos p=0 0,91
Glandulas abundantes - Glandulas de dos tipos p=0 0,86

Al relacionar la informacion de las Tablas 11.6 y 1.7 se puede observar que los
caracteres correlacionados entre si (Tabla 11.7) presentaron el mismo tipo de relacion
(presencia/ausencia) con las familias donde se identificd asociacion (Tabla 11.6). Esto
refuerza la posibilidad de asociacidn a nivel genético de los caracteres ya que el andlisis de
correlacion se realizd solamente con los caracteres, sin incorporar las familias.

El andlisis de conglomerados con todos los caracteres cualitativos diferencio a las
familias en tres grupos (Fig. 11.18). Las asociaciones entre familias y caracteres cualitativos
se establecieron a partir del analisis de correspondencia donde el agrupamiento de las
familias fue congruente con el que presentaron en el de conglomerados. Para
complementar la informacion entre ambos andlisis se utilizaron colores indicando las
relaciones familias-caracteres. Con los resultados del andlisis de correlacion (Tabla 11.7) se
elimind un caracter de cada par asociado reduciéndose de 10 a 6 los caracteres a introducir
en un nuevo analisis de conglomerados.

Con los caracteres estructura selecta, presencia de eje principal, inflorescencia
intercalar, inflorescencia blanca, presencia de frutos y glandulas abundantes se realizd un
nuevo analisis de conglomerados en el que se observo la misma agrupacion de las familias
(Fig. 11.19).
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Figura 11.18: Analisis de conglomerados con todos los caracteres cualitativos. Se separaron a)
familias en funcion de los caracteres, correlacion cofenética= 0,804, b) caracteres en funcion de las
familias, correlacion cofenética= 0,921. Método Ward; distancia Euclidea. Los colores de los
dendrogramas indican relacion explicativa entre familias y caracteres segun el analisis de
correspondencia.
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Figura 11.19: Analisis de conglomerados con los caracteres cualitativos. Se utilizaron los
caracteres de mayor peso definidos por gDGC. Se separaron a) familias en funcion de los
caracteres, correlacion cofenética= 0,801; b) caracteres en funcion de las familias, correlacién
cofenética= 0,809. Método Ward; distancia Euclidea. Los colores de los dendrogramas indican
relacion explicativa entre familias y caracteres segun el analisis de correspondencia.

La familia 12 en los dos andlisis de conglomerados anteriores quedé separada de las

demas. Para identificar a cual de los otros grupos pertenecia se quito del analisis el caracter
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presencia de frutos con el que presentd asociacion segun el andlisis de correlacion (Tabla
11.6). En el nuevo conglomerado la familia 12 quedé agrupada con las familias 1, 2, 3, 4, 5,
10 y 11 (Fig. 11.20).

b)

INFLOR. INTERC.

GLANDULAS ABUNDANTES ——————

INFLOR. LAXA

PRESENCIA de EP

ESTRUCTURA SELECTA

0160 3"42 63 10;26 13,67 0,00 4,86 972 1458 1944

Figura 11.20: Analisis de conglomerados con los caracteres cualitativos reducidos. Entre los de
mayor peso se excluyé el caracter presencia de frutos. Se separaron a) familias en funcion de los
caracteres, correlacién cofenética= 0,854; b) caracteres en funcién de las familias, correlacion
cofenética= 0,863. Método Ward; distancia Euclidea. Los colores de los dendrogramas indican
relacion explicativa entre familias y caracteres segun el analisis de correspondencia.

Los caracteres cualitativos relacionados con las inflorescencias y con las glandulas
foliares también separaron a las familias en dos grupos (Fig. 11.21). EI primero formado
por las familias 1, 2, 3, 4, 5, 10, 11 y 12 que se destacaron por sus inflorescencias blancas,
laxas, de disposicidn intercalar en las ramas y por sus hojas con glandulas abundantes y de
dos tipos (alargadas y redondas). El segundo grupo -formado por las familias 6, 7, 8 y 9- se
destacO por presentar inflorescencias densas, de color amarillo y disposicion terminal y
glandulas foliares escasas y solo de tipo alargado. Dichos grupos se mantuvieron en los dos
ciclos de cultivo, pero en el segundo la homogeneidad en la expresion de los caracteres

dentro de cada grupo fue mayor.
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Figura 11.21: Presencia de caracteres cualitativos de inflorescencias y glandulas foliares.
Comparacion entre familias (% de plantas por familia). a y b: segundo y tercer ciclo de cultivo
respectivamente. Tipologias de cada caracter (mutuamente excluyentes): inflorescencia blanca o
amarilla, laxa o densa, intercalar o terminal; glandulas escasas o abundantes, de dos tipos:
alargadas y redondas o de un tipo: alargadas.
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Todas las familias en el tercer ciclo de cultivo aumentaron la proporcién de plantas
con presencia de los caracteres descriptos para sus respectivos grupos. Esto constituye una
respuesta al proceso de seleccidn.
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DISCUSION

T. minuta mostrd gran capacidad adaptativa al manejo en cultivo desde las bandejas
de germinacion hasta la implantacién en las parcelas a campo, lo cual constituye un
comienzo prometedor en el proceso de seleccion y domesticacion. La mayoria de las
plantas cultivadas han sido obtenidas por métodos de seleccion convencionales (Bernath,
2002), pero la produccién de plantas para la obtencion de AE es diferente que la requerida
para fines ornamentales o de alimentacién (Lubbe & Verpoorte, 2011) lo cual requiere que
los caracteres de interés sean especificos para dicho fin. El método de mejoramiento
aplicado para la seleccién de individuos y para la generacion de las 12 familias de T.
minuta fue apropiado para identificar genotipos de interés en funcién de su composicion
quimica. La variabilidad observada en los individuos en respuesta a una misma presion
ambiental posibilitdé comparar las familias en cada ciclo de cultivo identificando
diferencias en los caracteres de interés y evaluando su permanencia en cada generacion.

A partir de los valores obtenidos para los caracteres cuantitativos se observo
variabilidad en las tres generaciones de cada familia, aun cuando las plantas fueron
generadas por autofecundacién. Los caracteres cuantitativos morfologicos fueron los mas
variables por lo que presentaron bajos valores de heredabiliad. Por el contrario, los
caracteres cuantitativos relacionados con la composicion del AE fueron menos variables,
destacandose por sus altos valores de heredabilidad los compuestos E-ocimenona y
dihidrotagetona. Estos resultados posibilitan continuar el proceso de seleccion en funcion
de la composicion quimica y que el condicionamiento ambiental sea reducido.

Los caracteres cualitativos presentaron mayor estabilidad en las familias (entre los
individuos selectos y su descendencia) y, a su vez, permitieron agrupar y diferenciar a las
familias entre si. La asociacion encontrada entre familias y algunos caracteres cualitativos
(particularmente los relacionados con inflorescencias y glandulas foliares) en cada ciclo de
cultivo permitio identificar descriptores para diferenciar las familias. Ademas, se establecio
una correlacién positiva de algunos caracteres cualitativos entre si lo cual evidencia una
fuerte base genética en su expresion.

Se ha demostrado en diversos trabajos que la composicion del AE de las especies
aromaticas estd condicionada por el ambiente donde crecen las plantas y también por su
genética (Sangwan et al., 2001; Bandoni, 2002; de la Fuente et al., 2006). A través de

diferentes estrategias de mejoramiento se ha logrado aumentar los compuestos de interés
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en especies aromaticas (Bernath, 2002) pero no hay antecedentes de estudios con
seguimiento generacional a nivel morfolégico y quimico donde se evalua la determinacion
genética de los compuestos del AE, por lo que los resultados obtenidos en esta Tesis
cobran mayor relevancia. Los valores de heredabilidad que presentaron los compuestos
E-ocimenona y dihidortagetona indican que ambos tienen gran peso genético en su
expresion fenotipica en las familias estudiadas. Esto posibilita que su presencia en la planta
se independice en gran medida del ambiente donde crece. La importancia de esta
caracteristica radica en la posibilidad de cultivar diferencialmente plantas de T. minuta
segun la composicion de interés del AE. Singh et al. (2003) obtuvieron diferentes
composiciones de AE segun el momento de cosecha de las plantas, pero esta forma de
manejo es limitada debido a que la biosintesis de los compuestos esta condicionada
genética y ambientalmente. La metodologia aplicada por Singh et al. (2003) no seria valida
en las familias evaluadas ya que las plantas fueron sometidas al mismo manejo y momento
de corte y aln asi presentaron diferencias en la composicién del AE de las 12 familias. Por
otro lado, la composicion del AE de cada familia resultd poco variable al comparar las
generaciones, entre un ciclo de cultivo y otro. Estos resultados complementan la
informacion respecto al manejo en cultivo y se lograré estabilidad y calidad en el AE si se
puede multiplicar material vegetal de caracteristicas conocidas.

Otro aspecto importante desde el punto de vista del manejo es el desarrollo del ciclo
fenoldgico de las plantas. El cultivo de plantas con ciclo similar (precoz, normal o
retrasado) permite sincronizar los tiempos para optimizar la produccion de AE ya que el
momento de la floracién va a ser homogéneo. Por otro lado conocer el ciclo fenolégico
posibilita escalonar la floracién y, por ende, la cosecha de las plantas.

Dentro del género Tagetes otras especies han sido domesticadas (T. tenuifolia, T.
patula, T. erecta y T. foetidisima) producto de manejo para el uso de sus flores en
ceremonias religiosas y de las plantas como ornamentales (Serrato Cruz et al., 1998;
Serrato Cruz, 2002 y 2009; Marotti et al., 2004). Estos antecedentes para el género y los
resultados obtenidos en esta Tesis son promisorios para continuar con el proceso de cultivo

y domesticacion de T. minuta orientado a la produccion de AE de calidad.
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CONCLUSION

Tagetes minuta mostré una buena respuesta adaptativa al manejo a campo lo cual
constituye un promisorio comienzo del proceso de domesticacion. A partir de la
caracterizacion y evaluacion de plantas cultivadas de T. minuta se seleccionaron los
individuos con mejores caracteristicas agronémicas y quimicas. Los caracteres de mayor
peso fueron altura final; N° de ramas; color, densidad y distribucién de inflorescencias y
estructura de planta. A nivel de AE los compuestos de mayor peso fueron dihidrotagetona
y ocimenona. Estos caracteres permitieron comparar y diferenciar las plantas evaluadas por
lo que constituyen buenos descriptores de la especie.

Los caracteres cuantitativos morfolégicos mostraron amplia variabilidad, tanto en los
individuos selectos como en la descendencia, por lo que sus valores de heredabilidad
fueron bajos. Por el contrario, los caracteres cualitativos diferenciaron de manera evidente
a las familias y fueron altamente heredados.

Se establecid una asociacion positiva entre las familias 6, 7, 8 y 9 con la presencia de
inflorescencias amarillas, densas y terminales y con glandulas foliares escasas y de tipo
alargadas. Estos caracteres permiten diferenciar a dichas familias de las restantes (1, 2, 3,
4, 5, 10, 11 y 12) que, a su vez, constituyen otro grupo bien definido por los mismos
caracteres pero con expresion fenotipica alternativa. A su vez la familia 12 se caracteriz6
en las tres generaciones por su ciclo fenolégico acelerado.

Los valores de heredabilidad para la E-ocimenona y la dihidrotagetona son
indicadores de una gran influencia genética que determina la presencia de estos
compuestos en el AE. Estos resultados constituyen una base promisoria para continuar
realizando la seleccion y el manejo de la especie con miras a obtener plantas con calidad y
composicion de AE estable.
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INTRODUCCION

Los AEs son una mezcla compleja de terpenos que presentan la particularidad de ser
volatiles a temperatura ambiente y presion atmosférica normal (Zygadlo, 2011). Estan
constituidos principalmente por terpenos y sesquiterpenos que se originan en el
metabolismo secundario de la planta y son los responsables de su aroma caracteristico
(Chamorro et al., 2012). Se encuentran en diferentes 6rganos de las plantas, en las hierbas
aromaticas estan en estructuras especializadas (glandulas, tricomas, etc.) distribuidas en
hojas, flores y tallos. Las funciones del AE en la planta son numerosas: atractante de
insectos polinizadores, defensa contra herbivoros, proteccion en procesos de cicatrizacion,
actividad antimicrobiana y mecanismo de defensa contra otros vegetales (alelopatia), entre
otras (Lopez, 2006; Bakkali et al., 2008). ). A su vez, los AEs son los principales
extractivos comercializados a partir de especies aromaticas (de la Fuente et al., 2006) por
lo que poseen valor econémico.

La variacion en la calidad y cantidad de AE es caracteristica en plantas de la misma
especie y puede ser atribuida a la variabilidad genética (Tavares et al., 2005; de la Fuente
et al., 2006), ambiental (Halva et al., 1992; Letchamo et al., 1994; Weiss, 1997; Stojanova
et al., 2000; Bandoni, 2002; Thompson et al., 2007), estacional, a factores ontogénicos
(Langenheim, 1994; Baser & Buchbauer, 2010) y a la parte de la planta de donde se extrae
(Chamorro et al., 2012). Ademas, debe agregarse a estos factores la variabilidad genética
intraespecifica debida a presiones de seleccion natural o a objetivos de mejoramiento
particulares; lo que implica la existencia de diferentes quimiotipos con perfiles distintivos
de terpenos (de la Fuente et al., 2006); entendiéndose por quimiotipo a individuos que se
diferencian de otros de la misma especie por la composicion quimica de su AE y también
pueden o no distinguirse por caracteres morfoldgicos (Juliani et al., 2002; Fischer et al.,
2004; Soria et al., 2008). Es interesante estudiar si esas diferencias tanto quimicas como
morfoldgicas de un individuo se mantienen en su descendencia o si son esencialmente
expresiones de su genotipo en interaccion con un ambiente dado.

La identificacién de quimiotipos es de gran interés para las industrias relacionadas
con los AEs. Su ocurrencia es frecuente en plantas aromaticas; tal es el caso de
Minthostachys verticilatta (peperina) (Ojeda, 2004), Thymus vulgaris (tomillo) (Thompson
et al., 2007), Mentha spicata (menta) (Kokkini & Vokou, 1989; Edris et al., 2003),
Origanum vulgare L. ssp. hirtum (orégano) (De Martino et al., 2009), Chamomilla recutita

(manzanilla) (Salamon et al., 2010); Lippia alba (Tavares et al., 2005); Tagetes lucida
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(Bicchi et al., 1997) y también T. minuta (suico) (Gil et al., 2000). Particularmente para
especies arométicas nativas en Argentina, como lo son la peperina y el suico, la
identificacion de quimiotipos constituye un gran aporte en su caracterizacion.

El AE de T. minuta esta constituido principalmente por limoneno, ocimeno,
dihidrotagetona y los isbmeros E-y Z-tagetona y Z- y E-ocimenona (también denominada
tagetenona) (Fig. 111.1) y ha sido ampliamente caracterizado en diferentes paises (Tabla
I11.1). En Argentina existe la norma IRAM (N°18622, 2003) donde se describen dos
perfiles quimicos del AE de la especie considerando los 7 compuestos principales citados
anteriormente (Tabla 111.2). A través de dicha norma se establecen los estdndares de
calidad para la comercializacion del AE de T. minuta. Es importante destacar que las
variedades quimicas se diferenciaron en base a descripciones de poblaciones silvestres lo

que evidencia la gran variabilidad natural de la especie.
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Figura I11.1: Estructuras moleculares de los 7 compuestos principales del AE de T. minuta.
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Tabla 111.2: Quimiotipos de T. minuta descriptos en la norma IRAM N°18622.

Variedad Oxigenados Variedad Dihidrotagetona
Compuestos

Min (%) Max (%) Min (%) Méx (%)
limoneno 5,00 6,50 3,50 10,00
ocimeno 26,00 34,00 13,00 26,50
dihidrotagetona 2,00 10,00 20,00 63,00
E-tagetona 1,60 4,50 0,70 3,60
Z-tagetona 5,00 19,00 9,00 14,00
Z-ocimenona 7,50 25,50 2,00 21,50
E-ocimenona 10,00 15,50 1,50 15,00

En relacién a la variacion en la composicion de los AES en especies aromaticas en
funcién del ambiente donde crecen se han realizado numerosos estudios (Halva et al.,
1992; Letchamo et al., 1994; Bandoni, 2002; Thompson et al., 2007; Bakkali et al., 2008;
Franz & Novak, 2010) pero no se ha abordado la genética de la planta como factor que
determina o condiciona dicha composicién. Por otro lado, las caracterizaciones del AE de
T. minuta (Tabla I11.1) fueron realizadas a partir de material vegetal silvestre o de plantas
cultivadas sélo durante un ciclo de cultivo por lo que la posibilidad de evaluar
quimicamente el AE de plantas de tres generaciones de familias en condiciones de cultivo
constituye un importante aporte en la descripcion de la especie, particularmente ante el
interés de producirla.

Se planteé como paso siguiente a la seleccion morfoldgica con la que se inici6 el
proceso de mejoramiento de T. minuta la seleccién quimica, definiéndose como objetivo
caracterizar las familias selectas en funcion de los compuestos principales de su AE;
establecer diferencias o similitudes entre ellas y determinar la estabilidad de los perfiles

quimicos en las tres generaciones evaluadas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. En cada ciclo de cultivo las plantas seleccionadas, cosechadas en
plena floracidon, fueron destiladas una vez que estuvieron completamente secas. El material
vegetal se secd en bolsas de papel con la identificacion correspondiente, en habitacién
techada y ventilada, a temperatura ambiente (Mufioz, 2000). Esta metodologia es apropiada
para especies aromaticas ya que el material vegetal queda de color verde (no se oxida) y no
se volatiliza el AE (como sucede cuando es secado al sol). De esta manera se garantizo que
todas las plantas tuvieran el mismo manejo minimizando las posibilidades de variaciones

en la composicion del AE por estas causas.

Aceite esencial. Se destilaron individualmente entre una y tres plantas por familia, el
material vegetal seco consistié en flores, hojas y ramas finas en proporciones que se
mantuvieron para que el rendimiento sea comparativo. EI AE se obtuvo a través de
destilacion por arrastre de vapor de agua. Para ello se utilizd un equipo Clevenger
modificado (Fig. 111.2) con cadmara de extraccidén separada. Los destiladores utilizados
estdn construidos totalmente en vidrio y sus camaras tienen capacidad para 100 g de
material vegetal. Cada destilacion tuvo una duracion de 60 minutos a partir del momento
en que se obtuvo la primera gota. El tiempo de destilacién para la especie se ajusto en
funcién de sucesivas pruebas optimizando la relacion entre tiempo de destilado y AE
obtenido.

El volumen de AE obtenido de cada planta fue cuantificado en el recolector graduado
del destilador y se almacené individualmente en tubos eppendorf con su correspondiente
identificacion. Las muestras de AE se deshidrataron mediante el agregado de sulfato de
sodio anhidro y se conservaron en freezer (-4 °C) para su posterior analisis quimico y su
uso en bioensayos. Las muestras de cada ciclo de cultivo se analizaron dias después de ser
obtenidas para evitar que se volatilicen compuestos del AE.

Analisis cromatografico. El andlisis quimico se realizé por CG/EM en un equipo
Claruss 600 de Perkin Elmer, con el programa TurboMass 5.4. Se empled una columna
capilar de silica fundida Perkin EImer DB5 MS (60 m de largo; 0,25 mm de diametro; 0,25
um de espesor de fase liquida) y helio como gas portador (49,60 psi). La inyeccion de las

muestras fue realizada en modo split. La ionizacion se llevé a cabo en el espectrometro de
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masas por impacto de electrones con energia de ionizacion de 70 eV. Las muestras fueron
analizadas con las siguientes condiciones de deteccion cromatograficas y de espectrometria
de masa: Programa de temperatura del horno: inicialmente 60 °C (durante 5 min),
incrementando 5 °C/min hasta llegar a los 240 °C que se mantuvieron por 10 minutos. La
presion en la cabeza de la columna fue de 15 psi y la temperatura del inyector de 250 °C.
La linea de transferencia del cromatdgrafo gaseoso se mantuvo a 200 °C. Los
cromatogramas fueron adquiridos en modo “Scan” escaneando los cuadrupolos de
m/z= 50-300. Los compuestos fueron identificados por comparacion de los indices de
retencion y sus espectros de masa mediante la biblioteca NIST MS 2.0 y Adams (2007).

Se calcularon las areas relativas de los 7 compuestos principales del AE y la relacion
entre el area de la suma de éstos y el area total expresadas en porcentaje.

Una vez obtenidos los resultados del analisis quimico del AE se evalud si su
composicion se modifico respecto a la del individuo selecto del que provino (Mufioz, 2000;
Ojeda, 2004) para asi identificar posibles quimiotipos y agrupar las familias segun su

perfil.

Figura 111.2: Destiladores tipo
Clevenger utilizados para la
extraccion del AE de T.
.~ minuta.

Anélisis estadistico. La composicién del AE de cada familia se presenté a través de
gréaficos de perfiles multivariados agrupados por ciclo de cultivo y también en funcion de
los grupos generados en el andlisis de conglomerado.
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Para caracterizar quimica mente cada familia se realiz6 un analisis de MLGM con cada
uno de los 7 compuestos mayoritarios del AE, incorporando el ciclo de cultivo como
covariable de efecto aleatorio con el fin de eliminar el efecto afio. Del andlisis de cada
compuesto se obtuvieron los residuos y predichos. Para cada individuo se obtuvo un nuevo
valor de cada compuesto a partir de la suma de los residuos y predicho. Los nuevos valores
fueron identificados agregando al nombre del compuesto la denominacion “corregido/a”.

Con los compuestos corregidos se realizaron analisis multivariados de
conglomerados, de componentes principales y discriminante. Los analisis de
conglomerados se realizaron agrupando a las familias en funcion de los 7 compuestos y a
los 7 compuestos en funcién de las familias. El primer analisis de conglomerado permitid
identificar las agrupaciones de las familias y el segundo posibilité identificar los
compuestos de mayor peso en dicha agrupacion. Ademas se realizé un segundo set de
andlisis de conglomerado en los que se redujo a 3 el nUmero de compuestos del AE con el
fin de identificar aquellos de mayor poder explicativo y que caracterizaran a cada grupo de
familias. Para determinar el nivel de corte en el dendrograma de los analisis de
conglomerado se realizaron analisis de comparacion de medias multivariadas (gDGC) con
nivel de significacion a= 0,05 y encadenamiento ward.

Ademas se realiz6 un anélisis de correlacion para identificar si existia asociacion
entre los compuestos. Todas las variables con coeficiente de Pearson mayor a 0,7 como
valor absoluto (p < 0,01) se consideraron correlacionadas, el signo determing si la relacién
fue positiva o negativa.

Los resultados se procesaron mediante el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2011). Para el analisis discriminante se utilizd el programa SPSS Statistics (2008)

debido a que brinda un valor de significacion estadistica.
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RESULTADOS

Considerando todas las muestras de AE de cada ciclo de cultivo, la proporcion de
limoneno, ocimeno, dihidrotagetona, E-tagetona, Z-tagetona, Z-ocimenona y E-ocimenona
respecto al total de los componentes del AE fue superior al 84 % (Tabla I11.2). Los demés

compuestos del AE no tuvieron una presencia significativa.

Tabla I11.3: Proporcién promedio y error estdndar (EE) de los 7 compuestos principales
respecto al total de compuestos del AE en cada ciclo de cultivo.

Compuestos principales/Compuestos totales

Ciclo de cultivo

Proporcion promedio (%) E.E.
1° 85,58 1,23
2° 95,23 0,49
3° 95,58 0,83

E.E.: Error Estandar

Cada una de las 12 familias estuvo constituida por el conjunto de individuos
obtenidos de semillas autofecundadas de una misma planta cosechada en el ciclo de cultivo
anterior (ver Capitulo I1). Para cada familia en cada ciclo de cultivo se realizd la
caracterizacion de su AE en base a la presencia de uno o varios de los compuestos
principales. Si bien las proporciones de dichos compuestos en la misma familia variaron de
un ciclo de cultivo a otro, el patrdn general se mantuvo en las tres generaciones evaluadas
(Fig. 111.3). Los gréficos con los perfiles de composicion quimica del AE permiten
comparar y observar la variabilidad dentro de las familias (Fig. 111.3, recuadro de cada
familia) y las semejanzas o diferencias entre ellas (Fig. 111.3). Como ejemplo se puede citar
a la familia 7 que se caracterizé por la presencia de dihidrotagetona en su AE, compuesto
que estuvo presente en los tres ciclos de cultivo. Al comparar los perfiles de la familia 7
con los demas se encuentra similitud con las familias 6, 8 y 9 y se la diferencia de las
restantes.

A su vez, en cada ciclo de cultivo se identificaron tres grupos quimicos, que fueron
nombrados segun el/los compuesto/s mayoritario/s: Dihidrotagetona, OTLO (ocimenonas-
tagetonas-limoneno-ocimeno) y Ocimenona (Fig. 111.4). Estos tres grupos quimicos
mantuvieron su identidad de un ciclo de cultivo a otro; a su vez hubo familias que
pertenecieron al mismo grupo quimico en los tres ciclos: familias 6 y 7 (Dihidrotagetona),
familia 5 (Ocimenona) y familias 10, 11 y 12 (OTLO). Si bien los grupos quimicos se

mantuvieron, se registré una variacién en la proporcion de dihidrotagetona y E-ocimenona
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en los tres ciclos de cultivo. En el grupo Dihidrotagetona, este compuesto disminuyé del
primer al tercer ciclo de un 67,19 a un 30,33 % respectivamente. Por otro lado, el
compuesto E-ocimenona aumentd del primer al tercer ciclo de cultivo de 60,12 a 74,75 %
en el grupo quimico Ocimenona. En los grupos quimicos OTLO y Dihidrotagetona el
compuesto E-ocimenona varié de 45,91 a 63,48 % y de 2,91 a 30,73 % respectivamente
(Fig. 111.4). Coincidentemente con estos resultados, el analisis de los compuestos
corregidos determino que la dihidrotagetona tuvo correlacion negativa significativa con la
presencia de los compuestos Z- y E-ocimenona (p= 1,2E™*? y p= 0; coeficiente de
correlacion de Pearson= -0,74 y -0,88 respectivamente).

Los 7 compuestos principales corregidos diferenciaron a las familias en tres grupos
(Fig. 111.5 a). El primero formado por las familias 6, 7, 8 y 9; el segundo por las familias
10, 11 y 12 vy el tercero por las familias 1, 2, 3, 4 y 5. A través del analisis de
conglomerados con los compuestos del AE se identificaron aquellos que més influyeron en
la clasificacion de las familias (Fig. 111.5 b). Tanto la E-ocimenona como la
dihidrotagetona se separaron del resto de los compuestos que constituyeron entre si el
tercer grupo. Las asociaciones entre los dendrogramas de familias (Fig. 1.5 a) y de
compuestos quimicos (Fig. 111.5 b) se establecieron segun un ACP que separ0 a las familias
en los mismos grupos que el andlisis de conglomerados. Los resultados de ambos analisis
se combinaron en los dendrogramas (Fig 111.5), donde se utilizaron colores para indicar las
relaciones entre familias y compuestos quimicos.

Mediante otro andlisis de conglomerados se identificd a la Z-tagetona como el tercer
compuesto con mayor peso clasificatorio. E-ocimenona, dihidrotagetona y Z-tagetona
agruparon a las familias de la misma forma que los 7 compuestos juntos (Fig. 111.6 a); de
esta forma se redujeron a 3 los compuestos con mayor poder explicativo (Fig. 111.6 b) y que

caracterizan a cada quimiotipo.
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Figura II1.3: Perfiles de composicion de AE por familia en los tres ciclos de cultivo. Comparacion de los

7 compuestos principales. Barras: Error Estandar.

m 1° Ciclo

m2°Ciclo o 3°Ciclo

Lim: limoneno; Ono: ocimeno; Dht: dihidrotagetona; E-Tag: E-tagetona; Z-Tag: Z-tagetona; E-Ona: E-ocimenona; Z-Ona: Z-ocimenona.
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Figura I11.4: Perfiles multivariados del AE y dendrogramas de familias para cada ciclo de cultivo. Representacion de
los 7 compuestos principales del AE y agrupamiento (gDGC) de las 12 familias de 7. minuta en funciéon de éstos.

Lim: limoneno; Ono: ocimeno; Dht: dihidrotagetona; E-Tag: E-tagetona; Z-Tag: Z-tagetona; E-Ona: E-ocimenona; Z-Ona: Z-ocimenona.
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Figura I11.5: Analisis de conglomerados con los 7 compuestos principales del AE corregidos.
a) agrupamiento de las familias en funcién de los compuestos, correlacion cofenética= 0,826; b)
agrupamiento de los compuestos en funcion de las familias, correlacion cofenética= 0,979.
Método Ward, distancia Euclidea. Colores: indican relacion entre familias y compuestos.
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Figura 111.6: Analisis de conglomerados con 3 compuestos principales del AE corregidos. a)
Agrupamiento entre familias en funcioén de los compuestos, correlacion cofenética= 0,917, b)
Agrupamiento entre compuestos en funcién de las familias, correlacién cofenética= 0,986.
Método Ward, distancia Euclidea. Colores: indican relacion entre familias y compuestos.

En el analisis discriminante se consideraron todas las muestras de AE identificadas
por familia (teniendo en cuenta las repeticiones), sin diferenciarlas por ciclo de cultivo para
dar mayor peso a la clasificacion. Las variables independientes fueron los compuestos del
AE corregidos y los grupos definidos a priori fueron los establecidos en el anélisis de
conglomerados: Grupo 1 (familias 1, 2, 3, 4 y 5): perfil quimico Ocimenona; Grupo 2

(familias 6, 7, 8 y 9): perfil quimico Dihidrotagetona y Grupo 3: (familias 10, 11 y 12):
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perfil quimico OTLO. La representacion grafica de las funciones canonicas del analisis
diferenciaron los 3 grupos definidos a priori (Fig. I11.7). Cada circulo del grafico
representa el AE de una planta, los cuales se diferenciaron en tres nubes correspondientes
cada una a un grupo quimico. Si bien la conformacion de cada nube fue uniforme, el 1,5 %
de los casos estuvieron fuera de rango; identificados por los circulos pertenecientes a un
grupo que aparecen en la nube de otro y representan la variabilidad quimica dentro de los
grupos. Aun asi fueron pocos los casos fuera de rango lo cual indica que los grupos
estuvieron quimicamente bien definidos y diferenciados.

Las dos primeras funciones de correlacion discriminante canonica, representadas en
la Figura 111.7, explicaron el 100 % de la varianza. La primera explicé un 84 % vy la
segunda el 16 % restante; ambas fueron estadisticamente significativas (Tablas I11.4 y
111.5).

Por medio del andlisis discriminante se corrobord la existencia de una agrupacion a
nivel suprafamilia que permitié definir tres quimiotipos en las familias cultivadas de T.
minuta: Ocimenona, Dihidrotagetona y OTLO. Los nombres de los quimiotipos indican el
compuesto mayoritario de ese perfil quimico. Si bien en los 3 quimiotipos hubo
E-ocimenona en proporcién variable fue mayoritaria en el quimiotipo Ocimenona y la
dihidrotagetona sélo estuvo presente en el quimiotipo homoénimo. La Tabla 111.6 resume

los valores de los 7 compuestos principales que diferenciaron los tres quimiotipos.
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Figura 111.7: Diferenciacion de los tres quimiotipos. Cada circulo representa el

AE de una planta y las nubes de circulos de igual color identifican a un quimiotipo.
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Tabla I11.4: Autovalores del analisis discriminante.

., % de % Correlacion
Funcion Autovalor ! e
varianza acumulado canodnica
1 6,195% 84,00 84,00 0,928
2 1,176° 16,00 100,00 0,735

a. Se han empleado las dos primeras funciones discriminantes candnicas en el analisis.

Tabla I11.5: Valores de Lambda de Wilks del analisis discriminante.

Contraste de las Lambda de

funciones Wilks Chi-cuadrado gl Sig.
lala2 0,064 162,306 14 0,000
2 0,460 45,878 6 0,000

Tabla 111.6: Medidas de resumen de los 7 compuestos principales para los quimiotipos
definidos.

Medidas Quimiotipo Quimiotipo Quimiotipo
Compuesto (%) Ocimenona Dihidrotagetona OoTLO
Media 3,59 2,09 7,40
limoneno EE 0,43 0,14 1,53
Min. 0,61 1,23 1,63
Max. 10,52 3,31 24,62
Media 11,02 16,34 16,34
- EE 1,04 1,80 1,23
ocimeno Min. 0,05 7,10 9,60
Max. 25,04 39,10 24,42
Media 0,30 43,42 0,78
e EE 0,08 4,47 0,24
dihidrotagetona Min. 0,00 26,08 0.01
Max. 1,44 87,40 3,29
Media 0,80 3,22 2,92
EE 0,18 1,27 0,61
E-tagetona Min. 0,00 0,00 0,40
Max. 4,03 16,55 7,99
Media 1,92 10,32 6,13
Z-tagetona FE 0,31 1,51 1,11
Min. 0,00 0,00 1,29
Max. 7,28 18,95 16,12
Media 12,82 3,73 16,40
Z-ocimenona EE 1,01 041 2,05
Min. 5,96 0,96 8,79
MAx. 24,91 7,12 35,37
Media 69,55 20,88 50,04
. EE 1,11 3,12 2,78
E-ocimenona Min. 54,67 0,13 31,24
Max. 78,76 37,51 71,64
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DISCUSION

En cada ciclo de cultivo el AE de cada familia estuvo mayormente conformado por
los 7 compuestos principales identificados, los cuales coinciden con los citados como
mayoritarios en la bibliografia (Gil et al., 2000; IRAM, 2003; Babu & Kaul, 2007). Los
perfiles del AE reflejaron que la composicion quimica se mantuvo poco variable. Aln en
los casos en que las proporciones de los compuestos variaron de un ciclo de cultivo a otro,
la presencia mayoritaria de aquellos que caracterizaron cada familia se mantuvo. Esta
condicion posibilito la identificacion de tres quimiotipos: Ocimenona, Dihidrotagetona y
OTLO.

Las variaciones en la composicion del AE podrian deberse a factores ambientales
que afectaron a todas las familias y generaron la misma respuesta en aquellas que
presentaron similar perfil. Un ejemplo fue la disminucion de la proporcion de
dihidrotagetona (en el tercer ciclo de cultivo respecto a los dos anteriores) en todas las
familias donde estuvo presente dicho compuesto. Otro ejemplo fue la E-ocimenona que,
por el contrario, aumento en todas las familias en el tercer ciclo de cultivo. A pesar de estas
variaciones en las proporciones de los compuestos, el perfil caracteristico de cada
quimiotipo se mantuvo en las sucesivas generaciones. Esto es una evidencia de que la
expresion fenotipica “composicion de AE” presentd gran influencia genética en las
familias evaluadas y constituye la respuesta de las plantas al proceso de seleccién,
mejoramiento y cultivo. A los fines de caracterizar los agrupamientos de las familias que
formaron los quimiotipos y establecer una asociacion con los compuestos, fue posible
identificar que los quimiotipos Ocimenona, Dihidrotagetona y OTLO se diferenciaron por
la presencia de E-ocimenona, dihidrotagetona y Z-tagetona respectivamente.

Es interesante que a lo largo de los ciclos de cultivo la presencia y proporcién de las
ocimenonas fue en desmedro de la de dihidrotagetona lo cual se confirma con la
correlacion negativa significativa que presentaron ambos compuestos entre si. Este tipo de
relaciones podria ser atribuido al proceso de biosintesis de los compuestos. En el caso de T.
minuta dicho proceso no ha sido descripto. Una posibilidad es que el ocimeno sea
precursor de las ocimenonas Yy las tagetonas formandose a partir de reacciones de 6xido-
reduccion debido a las fuertes correlaciones que hay entre estos estos dos monoterpenos ya
que solo se diferencian por un grupo ceto en C4 (L6pez, 2006). La correlacion negativa

entre las ocimenonas y la dihidrotagetona podria deberse a diferencias en la biosintesis
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determinando una respuesta fenotipica de la expresion génica; esto, a su vez, daria mayor
peso al componente genético de las plantas en la diferenciacion de los quimiotipos.

La composicion quimica de una esencia por ser una parte del metabolismo de la
planta presenta variaciones; los constituyentes presentan distintas proporciones segin la
parte de la planta, el momento de su desarrollo, o el momento del dia (Thappa & Agarwal,
1993; Bansal et al., 1999, Kuiate et al., 2006; Lopez, 2006). Mas aun, debe tenerse en
cuenta que dada su compleja composicion, presenta una alta probabilidad de sufrir
modificaciones fisicoquimicas por reacciones entre sus propios constituyentes o entre éstos
y el medio (la luz, la temperatura, presencia de enzimas, los componentes del reservorio
donde se almacena la esencia, etc). En este contexto la constancia en la presencia de los 7
compuestos principales en las tres generaciones de cada familia es indicador del
componente genético que se expresa en el caracter. Se ha demostrado que factores
ambientales como la disponibilidad de radiacion solar, agua y nutrientes pueden inducir
diferencias en el porcentaje y la composicion del AE (Halva et al., 1992; Letchamo et al.,
1994). Dichos factores no fueron cuantificados en este estudio pero si considerados al
evaluar a todas las familias en las mismas condiciones ambientales. Debido a que todas las
familias en cada generacion fueron sometidas al mismo ambiente, la “presion” ambiental
fue idéntica por lo que las variaciones en la respuesta fenotipica son consecuencia del
genotipo y de la interaccion genotipo-ambiente.

A su vez, la forma de manejo en cosecha y poscosecha también puede generar
cambios en la composicion quimica del AE. Singh et al. (2003) establecieron una relacion
entre el momento de cosecha y la composicion del AE en cultivos realizados en la India.
Estos autores definieron que para obtener mayor proporcién de ocimenona en el AE de T.
minuta la cosecha deberia hacerse en invierno y para que sea rico en dihidrotagetona la
cosecha deberia hacerse en otofio. A partir de la caracterizacion quimica de las familias
estudiadas en la presente Tesis se obtuvieron resultados equivalentes a los de Singh et al.
(2003) en cuanto a la diferenciacion del AE pero, a diferencia de estos autores, dicha
diferenciacion quimica se logro en un mismo momento de corte y se mantuvo en diferentes
afios de cultivo. Aun cuando todas las plantas fueron cosechadas a fines del verano y
procesadas de igual manera se pudieron diferenciar tres perfiles quimicos. Considerando
que dichos perfiles se mantuvieron en las tres generaciones de cada familia se puede
afirmar que esta forma de obtencion de composicion quimica diferencial presenta mayor

solidez que la practica de cosecha estacional.
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La variacion en la proporcion de ocimeno y las ocimenonas durante el desarrollo de
las plantas ha sido descripta (Thappa & Agarwal, 1993; Ldépez, 2006) evidenciando una
tendencia a aumentar en la etapa de floracion. En este estudio, las plantas de todas las
familias estudiadas fueron cosechadas en plena floracion sin embargo la proporcion de
dichos terpenos fue variable y no siempre la de mayor valor. Esto evidencia que, si bien el
AE puede cambiar durante los estadios fenoldgicos de la planta, también existe una gran
variabilidad de respuesta en una misma etapa de desarrollo y podria deberse a diferencias
en la expresion genotipica. Este tipo de estudios posibilitan generar patrones para encontrar
estas diferencias y asi poder realizar un mejor aprovechamiento de las plantas en funcion
de su composicion quimica.

Estudios anteriores también identificaron la presencia de quimiotipos de la especie en
Argentina analizando individuos provenientes de semillas silvestres de poblaciones
geogréficamente distantes (Gil et al., 2000). Dicho estudio constituye un interesante aporte
que permite corroborar la variabilidad en la especie particularmente en cuanto a su AE y
significa un antecedente de peso respecto a la obtencion de quimiotipos en plantas
cultivadas a campo y con un seguimiento durante tres generaciones.

Otro antecedente lo constituye la norma IRAM N°18622 (2003) que identifica dos
perfiles quimicos para T. minuta. Debido a que en Argentina la especie sélo se obtiene de
recoleccion silvestre la descripcion quimica refleja parte de la variabilidad natural.
Particularmente, los dos quimiotipos caracterizados en la norma citada anteriormente
(Variedad Oxigenados y Variedad Dihidrotagetona) son diferentes a los tres identificados
en el marco de esta Tesis.

En relacién a la caracterzacion quimica el aporte diferencial y significativo de esta
Tesis radica en la evaluacién de la variabilidad fenotipica de T. minuta en condiciones de
cultivo a campo en distintos ambientes; con un seguimiento generacional y un abordaje
desde la expresion génica y la heredabilidad de caracteres.

Es importante destacar la gran variabilidad que presenta T. minuta y el hecho que las
diferencias quimicas expresadas se mantengan en la descendencia. Esto dltimo le aporta
una significacion mayor de la que implica el concepto de quimiotipo. En este sentido, no
solamente se confirmé la existencia de quimiotipos sino que se determiné la influencia
genética en las diferencias quimicas del AE de la especie.

En la produccién de AE se demanda estabilidad en la composicion quimica por lo

que las esencias que se obtienen en el mercado en algunos casos se someten a una serie de
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procesos industriales con el objetivo de mejorar sus caracteristicas (de la Fuente et al,
2006); la identificacion de quimiotipos representa una posibilidad de simplificar procesos
industriales. Por otro lado, la identificacién de tres compuestos del AE de T. minuta
(dihidrotagetona, Z-tagetona y E-ocimenona) que diferenciaron los quimiotipos y que
presentaron valor predictivo es de gran importancia ya que posibilitard identificar el
quimiotipo al que corresponde una nueva muestra de AE de cualquier procedencia a partir

de la comparacion estadistica con los perfiles quimicos caracterizados en esta Tesis.
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CONCLUSION

Los perfiles quimicos del AE de las familias fueron poco variables en las tres
generaciones. En cada ciclo de cultivo se identificaron los mismos tres grupos quimicos
que, a su vez, se diferenciaron entre si.

Entre las familias cultivadas de T. minuta se diferenciaron tres quimiotipos
nombrados por el compuesto mayoritario: Ocimenona, Dihidrotagetona, OTLO
(ocimenonas-tagetonas-ocimeno-limoneno). El hecho de que los quimiotipos tengan una
base genética fuerte es de gran importancia ante la necesidad de obtener un AE poco
variable en cuanto a su composicién y poco afectado por el ambiente. Esto favorece
significativamente la produccion en cultivo para satisfacer demandas industriales con
calidad homogénea.

La caracterizacion de los quimiotipos aporta tres nuevos perfiles quimicos
susceptibles a ser inscriptos como normas IRAM. Por otro lado, la identificacion de tres
compuestos del AE de T. minuta (dihidrotagetona, Z-tagetona y E-ocimenona) que
diferenciaron los quimiotipos y que presentaron valor predictivo constituye un importante

aporte para la identificacion de muestras de AE de diferentes procedencias.
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INTRODUCCION

Las plantas generan una variedad de compuestos producto de su metabolismo
secundario que estan relacionados en su interaccion con el ambiente; teniendo, entre otras
funciones, la de defenderlas contra insectos herbivoros, contra otros vegetales, bacterias y
hongos (L6pez, 2006; Bakkali et al., 2008). Los AEs son producto de ese metabolismo
secundario en las plantas y, entre otros efectos bioactivos, poseen propiedad
antimicrobiana, insecticida y repelente de insectos (Trongtokit et al., 2005; Bakkali et al.,
2008; Gleiser & Zygadlo, 2009; Palacios, et al., 2009; Shaaban et al. 2012). La
importancia de los AEs continta incrementandose, entre otros motivos, por la necesidad de
identificar nuevos compuestos quimicos como biocidas.

Con mayor frecuencia se encuentra resistencia de los organismos a los biocidas
sintéticos (Brogdon & MCcAllister, 1998; Rodriguez-Vivas et al., 2005), por esto es
necesario encontrar alternativas naturales e igualmente eficientes. La resistencia es
definida como el desarrollo de la habilidad de tolerar dosis de toxicos, las cuales
resultarian letales a la mayoria de los individuos en una poblacion normal de la misma
especie (OMS, 1957). Segln la FAO (1970), es una respuesta disminuida de la poblacion
de una especie de animales o plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de
su aplicacion. Hasta el momento, debido a su modo de accion que afecta diferentes blancos
al mismo tiempo, los productos naturales no generan resistencia o, en su defecto, ésta es de
mas lenta aparicion respecto a los productos sintéticos (Bakkali et al., 2008). Ademas los
productos vegetales se biodegradan a compuestos no toxicos, por lo que se consideran
menos agresivos para el medio ambiente (Perez & lannacone, 2004). Las plantas
aromaticas son buscadas como fuente de nuevos compuestos quimicos para el control de
insectos, especialmente aquellos de importancia médica.

Los mosquitos presentan importancia a nivel mundial desde el punto de vista
sanitario como vectores de agentes patdgenos (Gubler, 2002). Stegomyia aegypti (ex Aedes
aegypti; Harbach, 2014) es el principal vector de los virus que causan la fiebre amarilla y
el dengue, enfermedades ampliamente distribuidas en regiones tropicales y subtropicales.
Se calcula que cada afio se producen en el mundo 200.000 casos de fiebre amarilla, de los
cuales 30.000 son mortales. En los Gltimos siglos se registraron brotes de fiebre amarilla en
EE. UU. y en Europa (Irlanda, Inglaterra, Francia, Italia, Espafia y Portugal) mientras que

Asia constituye una zona de riesgo debido a que existen las condiciones necesarias para la
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transmision (OMS, 2011a). Segun informes de la OMS (2011b) los brotes de dengue
también estan aumentando y extendiéndose geograficamente y llegando a zonas templadas.
Cada afio se producen entre 50 y 100 millones de infecciones en el mundo y més del 40 %
de la poblacién mundial esta en riesgo de contraer la enfermedad (OMS, 2012).

En Argentina, tanto la fiebre amarilla como el dengue estan presentes principalmente
en la regidn norte y centro. En el afio 2009, Argentina vivio uno de los mayores brotes de
dengue de las Gltimas décadas con 26.000 casos autoctonos confirmados que llegaron a la
provincia de Cérdoba (Ministerio de Salud de Cdrdoba, 2009). Para ambas enfermedades y
en particular para el dengue, la permanencia y dindmica depende de variables ecoldgicas,
climaticas, socioeconémicas, politicas y culturales que favorecen la expansion del vector
(Beceyro, 2009). La prevencion y el control de estas enfermedades dependen
principalmente de las medidas eficaces de lucha antivectorial, que incluye proteccién
personal, medidas constantes de control del vector y control quimico (OMS, 2012). En este
sentido, la aplicacion de larvicidas es mas eficiente que el control de adultos debido a que
implica menores areas de aplicacion donde las larvas estan concentradas, por lo tanto se
reduce el volumen de insecticida requerido (Gleiser & Zygadlo, 2009).

El incremento en la aplicacion de insecticidas sintéticos ocasionod la aparicion de
resistencia en St. aegypti en diferentes partes del mundo, particularmente en las regiones con
mayor incidencia del dengue (OMS, 1992; Hemingway & Ranson, 2000; Macoris et al., 2003,
Jirakanjanakit et al., 2007; Poupardin et al., 2008; Pereira Lima et al., 2009; Ranson et al.,
2009; Galvis & Soto-Giraldo, 2010). Incluso en Argentina ya estd documentado un nivel
incipiente de resistencia en ciudades del centro y norte del pais (Biber et al., 2006; Albrieu
Linés et al., 2010). Ante esta situacion, la necesidad de encontrar alternativas a los insecticidas
sintéticos es de gran relevancia.

Se han estudiado ampliamente diversas especies de plantas aromaticas para utilizar
su AE como larvicida; en el caso de St. aegypti las respuestas bioactivas resultan muy
diversas (Tabla IV.1). A su vez, es notoria la variacion en el efecto letal de una misma
especie evaluada por diferentes autores (Tabla IV.1).



Capitulo 1V — Bioactividad

Introduccion

Tabla IV.1: Bioactividad del AE de diferentes especies aromaticas sobre larvas de Stegomyia

aegypti.
Especie Vegetal DLso (ppm) Referencia Bibliografica

Ageratum conyzoides 61.550,00 Furtado et al., 2005

Alpinia purpurata var roja 80,70 Santos et al., 2012

Alpinia purpurata var rosa 71,50 Santos et al., 2012

Alpinia zerumbet 313,00 Cavalcanti et al., 2004

Anethym graveolans 50,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Boswellia carteri 10,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Chenopodium ambrosoide 35,00 Leyva et al., 2009

Chloroxylon swietenia (hoja) 16,50 Ravi Kiran et al., 2006

(tallo) 20,40 Ravi Kiran et al., 2006

Cinnamomum camphora 10,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Citrus limon 10,00 Amer & Mehlhorn, 2006
95.800,00 Furtado et al., 2005

Citrus limonia 519,00 Cavalcanti et al., 2004

Citrus paradisi 47,30 Morales-Saldafia et al., 2007

Citrus sinensis 538,00 Cavalcanti et al., 2004

Clausena anisata 130,19 Govindarajan, 2010

Cymbopogon citratus 69,00 Cavalcanti et al.,2004
63.890,00 Furtado et al., 2005

Cymbopogon winterianus 54.690,00 Furtado et al., 2005

Eucalyptus grandis 32,40 Lucia et al., 2007

Guatteria hispida 85,74 Aciole et al., 2011

Guatteria blepharophylla 58,72 Aciole et al., 2011

Guatteria friesiana 52,60 Aciole et al., 2011

Hyptis martiusii 500.000,00* Araujo et al., 2003

Helichrysum italicum 100.000,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Hyptis fruticosa 502,00 Silva et al., 2008

Hyptis pectinata 366,00 Silva et al., 2008

Hyptis suaveolens 261,00 Cavalcanti et al., 2004

Juniperus commuis 50,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Lippia citriodora 100,00 Amer & Mehlhorn, 2006

Lippia gracilis 98,00 Silva et al., 2008

Lippia sidoides 63,00 Cavalcanti et al.,2004
45.490,00 Furtado et al., 2005

Mentha pulegium 16.000,00 Morales-Saldafia et al., 2007

Murraya koenigii 29,97 Morales-Saldaiia et al., 2007
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Tabla 1Vv.1: Continuacion.

Especie Vegetal DLso (ppm) Referencia Bibliografica
Ocimum gratissimum 60,00 Cavalcanti et al., 2004
104.580,00 Furtado et al., 2005
Ocimum sanctum 29,76 Pathak et al., 2000
Ocimum tenuiflorum 71.270,00 Furtado et al., 2005
Pimenta racemosa 27,00 Leyva et al., 2009
Pinus (Turpentine) 14,70 Lucia et al., 2007
Piper aduncum 57,00 Leyva et al., 2009
Piper auritum 17,00 Leyva et al., 2009
Piper nigrum 50,00 Amer & Mehlhorn, 2006
Santalum album 10,00 Amer & Mehlhorn, 2006
Syzygium jambolana 433,00 Cavalcanti et al., 2004
Tagetes erecta 15,38 Pathak et al., 2000
Tagetes minuta 72.850,00 Furtado et al., 2005
10,00 Maradufu et al., 1978
240,00 Pereira Lima et al., 2009
250,007 Pereira Lima et al., 2009
210,00° Pereira Lima et al., 2009
Tagetes patula 13,57 Dharmagadda et al., 2005
Vanillosmopsis arborea 15.610,00 Furtado et al., 2005

Tabla modificada de Bonino (2009).

123 \/ariedad/procedencia de St. Aegypti: *Rockefeller (EE.UU.); Bauru y *San Jose de Rio Negro (Brasil).

*DLgo (ppm)

El AE de T. minuta presenta actividad bioldgica sobre diferentes tipos de

organismos. Se ha estudiado su actividad farmacologica, antimicrobiana (Fuselli et al.,
2005), antimicética (Camm et al., 1975; Rios et al., 1987; Figueroa et al., 1995; Tereschuk
et al., 2002), antiviral (Babbar et al., 1972; Singh et al., 2002) y antiprotozoaria contra T.
cruzi y T. brucei (Al-Musayeib et al., 2012). Ademas, posee cualidades como repelente
(Boeke et al., 2004), inhibidor de la eclosion de huevos y de la emergencia de adultos de
Callosobruchus maculatus (Coledpteros) (Keita et al., 2000), como pediculicida (Cestari et
al., 2004), como varroicida (Ruffinengo et al., 2007) e insecticida contra larvas de los
géneros Stegomyia, Aedes, Anopheles y ninfas de Triatoma (Jacobson et al., 1975;
Maradufu et al., 1978; Green et al., 1991; Macedo et al., 1997; Furtado et al., 2005).
Adicionalmente, el género Tagetes presenta también actividad nematicida (Ball-Coelho et
al., 2003).
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La composicién quimica de los AEs puede variar con la localidad geogréfica,
condiciones de crecimiento y parte de la planta, solvente y métodos de extraccion y
aislamiento del AE (Koroch et al., 2007). Aun asi existen quimiotipos que consisten en
grupos de individuos de la misma especie que pueden diferenciarse significativamente de
los demés por su composicion quimica (Soria et al., 2008). La actividad biol6gica de un
AE también puede variar en funcion de su composicion quimica. La bioactividad de los
AE y sus aplicaciones han sido ampliamente estudiadas (Aslan et al., 2004; EIl-Zemity et
al., 2006; Bakkali, et al., 2008; Damiani et al., 2009; Shaaban et al., 2012), pero poco se
abordd desde la genética de las plantas estudiando sucesivas generaciones. En este
contexto, se evalué si variaciones intraespecificas en la composicion del AE de T. minuta
(quimiotipos) se podrian traducir en cambios en su efecto bioactivo. Para ello se tomd
como modelo bioldgico a larvas de St. aegypti por ser un insecto de importancia sanitaria
presente en Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

Aceite esencial. A partir de los quimiotipos identificados (Tabla 1V.2) se evalud la
bioactividad de las muestras del segundo y tercer ciclo de cultivo (Fig. IV.1 ay b
respectivamente). También se evalué la composicion (Tabla V.2, Fig. IV.1 c) y
bioactividad del AE de una poblacion silvestre a fin de comparar los efectos bioactivos de
la seleccion quimica. La poblacién silvestre se selecciond de la localidad de Copina,
Cordoba (31° 39° 23,8 S; 64° 35" 53,4 O) por estar situada dentro del area de
distribucion de las poblaciones que dieron origen a la poblacion base con la que se inicio la
seleccion.

Para obtener el volumen de AE requerido en los bioensayos se trabajo con muestras
compuestas por AE de diferentes plantas del mismo ciclo de cultivo con el mismo perfil
quimico. De esta manera se generaron muestras por quimiotipo de las que se hicieron

cromatografias gaseosas para corroborar el perfil del AE.

Tabla I'V.2: Quimiotipos identificados y perfil quimico de la poblacion silvestre.

Procedencia Quimiotipo Perfil quimico
Ocimenona ocimenona

o ) ocimenonas-tagetonas-
2° Ciclo de Cultivo OTLO limoneno-ocimeno

Dihidrotagetona dihidrotagetona
Ocimenona ocimenona
3° Ciclo de Cultivo OTLO ocimenona-ocimeno
Dihidrotagetona dihidrotagetona-ocimenona
Poblacion Silvestre ocimeno-cimenona

Larvas de mosquitos. En los ensayos de actividad biolégica del AE de T. minuta, se
utilizaron larvas de Il estadio de St. aegypti. Se seleccion6 ese estadio debido a que las
larvas tienen menor probabilidad de muerte por otros factores y no hay riesgo de que se
transformen en pupa durante el ensayo. Las larvas fueron obtenidas del criadero del
Instituto de Virologia Dr. José Maria Vanella (InViV) (Facultad de Ciencias Médicas -
UNC). ElI mismo fue mantenido siguiendo las pautas generales de Gerber et al. (1994). Los
adultos fueron colocados en jaulas entomologicas de 30 x 60 x 30 cm y alimentados con
agua azucarada al 10 %. Se utilizaron ratas inmovilizadas como fuente de sangre para las
hembras. Las larvas fueron criadas en bandejas plasticas de 1000 ml de capacidad y

alimentadas diariamente con higado en polvo (0,25 mg/larva/dia).
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Figura IV.1: Compuestos principales (%) del AE utilizado en bioensayos. a y b) Perfiles del

segundo y tercer ciclo de cultivo respectivamente; ¢) Perfil de la poblacion silvestre.
Lim: limoneno; Ono: ocimeno; Dht: dihidrotagetona; E-Tag: E-tagetona; Z-Tag: Z-tagetona; E-Ona: E-ocimenona; Z-Ona: Z-ocimenona.
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Las condiciones ambientales en la camara de cria fueron de 25+2 °C y 12 hs de

fotoperiodo. A partir de las colonias se obtuvieron las larvas necesarias para cada ensayo.

Bioensayos. Para la realizacion de los ensayos se colocaron 30 larvas en bandejas
que contenian agua destilada a las que posteriormente se les agreg6 la solucion madre
(SM) dando un volumen final de 100 ml (Fig. IV.2 a y b). La SM se prepard con agua
destilada, AE y dimetilsulfoxido (DMSQO) como solvente. EI DMSO se colocé al 1 % de
volumen final de la bandeja en el tratamiento de maxima concentracion, en los
tratamientos mas diluidos la concentracion fue proporcionalmente menor. Se agregé SM a
las bandejas en cantidad necesaria para obtener la concentracion de AE requerida para cada
tratamiento (Fig. 1V.2 ¢ y d). El control sélo tuvo agua destilada y DMSO (al 1 %).
Ademas se realizo otro control sélo con agua para descartar que la mortalidad de larvas
fuera debido al estrés causado por su manipulacion.

En cada bandeja se colocaron 30 larvas y se realizaron 4 réplicas para cada
tratamiento. La mortalidad se registrd a las 24 hs, considerandose muertos los individuos
completamente inmdviles. Se registré también si ocurrian cambios morfolédgicos o en el
comportamiento de las larvas. Las bandejas de los tratamientos se mantuvieron en
ambiente controlado: 25+2 °C y 12 hs de fotoperiodo.

Todos los ensayos fueron realizados en un mismo periodo para evitar diferencias en
las cohortes de larvas de mosquitos. EI AE de los individuos selectos de T. minuta (primer
ciclo de cultivo) no fue bioensayado. Se realizaron ensayos preliminares para determinar
las concentraciones de AE a evaluar tanto para la poblacién silvestre como para los
quimiotipos del segundo y tercer ciclo de cultivo. Para la poblacion silvestre se definieron
las siguientes concentraciones: 15, 20, 25, 30, 50, 70 y 80 ppm. Los quimiotipos del
segundo ciclo de cultivo se evaluaron a 20, 30, 50, 60 y 80 ppm vy los del tercer ciclo a 10,
20, 30, 50 y 80 ppm.

Analisis estadisticos. Mediante el andlisis de regresion probit se calcul6 la dosis letal
media (DLso) y sus limites de confianza (95 %) utilizando el programa estadistico SPSS
(2008). Se analizaron solo los quimiotipos que causaron el 100 % de la mortalidad para
calcular la DLs, los valores se expresaron en ppm. Debido a que la mortalidad de larvas en
los tratamientos control no superd el 5 %, no fue necesario corregir los valores con la
formula de Abbott (Abbott, 1925).
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Figura 1V.2: Secuencia explicativa del bioensayo. a) Preparacion de las bandejas con el
volumen de agua correspondiente a cada tratamiento; b) incorporacion de 30 larvas de estadio 11l
de St. aegypti; ¢) Incorporacion de la solucion madre de cada quimiotipo; d) Bandejas con larvas
y tratamientos asignados.
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RESULTADOS

Los tres quimiotipos de T. minuta en cada ciclo de cultivo presentaron actividad
larvicida con diferente poder letal al igual que la poblacién silvestre (Figs. IV.3, 4y 5). En
todos los bioensayos realizados se observd que a mayor concentracion de AE hubo mayor
mortalidad de larvas.

Los valores de DLso de los perfiles quimicos oscilaron en un rango de 25 a 49 ppm
(Tabla 1V.3). En algunos de los quimiotipos no se pudo calcular la DLsy ya que no
presentaron respuesta lineal en la relacion dosis/letalidad.

Los quimiotipos de AE del segundo ciclo de cultivo presentaron menor efecto letal
sobre las larvas que los del tercero (Tabla 1V.3). A su vez, las muestras con mayor
proporcién de ocimenona (tanto en los quimiotipos como en la poblacién silvestre) fueron
mas letales que las demas. EI quimiotipo con dihidrotagetona en el tercer ciclo de cultivo
fue mas activo que en el segundo ciclo. Esta diferencia podria deberse a que en el tercer
ciclo dicho quimiotipo presento cinco veces mas ocimenona que en el segundo (Fig. IV.1 a
y b). Si bien el quimiotipo OTLO no llegd al 100 % de mortalidad los valores del tercer
ciclo fueron mayores que los del segundo, coincidiendo también con una mayor proporcion
de ocimenonas en el AE.

En funcion de la superposicion de los intervalos de confianza de la DLsy de cada
quimiotipo y de la poblacién silvestre se definieron dos grupos. EI primero de los grupos
presentd el menor valor de DL y correspondio a los perfiles de AE con mayor proporcion
de ocimenona: quimiotipo Ocimenona (tercer ciclo de cultivo) y poblacién silvestre. El
segundo grupo estuvo formado por los quimiotipos Ocimenona y Dihidrotagetona del
segundo y tercer ciclo de cultivo respectivamente (Tabla I1V.3).

En los bioensayos no se observaron alteraciones morfoldgicas en las larvas, pero si
cambios de comportamiento. El efecto del AE en concentraciones bajas 0 medias (entre 10
y 30 ppm) provocé una marcada disminucion en la capacidad de nado de las larvas,
haciéndolas méas lentas en comparacion con las del control. Si bien no fue cuantificado,
también se observo una modificacion en el patron del movimiento de las larvas, perdiendo
la capacidad de sumergirse y salir a superficie para tomar aire, reduciendo sus

movimientos de permanentes y controlados a espasmaédicos.
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Tabla 1V.3: DLsy del AE de T. minuta sobre larvas de St. aegypti. Comparacién entre
quimiotipos en dos ciclos de cultivo y una poblacion silvestre por analisis de regresion probit.

. Quimiotipo/Perfil DLsg Limites de Ecuacion de .
Procedencia Quimico (ppm) Confianza (95 %) Grupo Regresion chi
Ocimenona 48,92 40,79 - 57,13 2 y=-3,66 + 0,08x 274,57
2° Ciclo de
Cultivo OTLO NC e e e e
Dihidrotagetona NC memeeee memmeee emmeeen e
Ocimenona 25,00 22,42 - 27,95 1 y=-2,60 + 0,10x 52,12
3° Ciclo de
Cultivo OTLO NC e e e e
Dihidrotagetona 41,34 38,87 - 44,13 2 y=-3,42+0,08x 31,18
Poblacion & imenona-Ocimeno 2053 25,21 - 34,21 1 y=-161+005x 76,86
Silvestre
NC: No calculada.
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Figura 1V.3: Mortalidad de larvas de St. aegypti ante quimiotipos del segundo
ciclo de cultivo. Se evaluaron 5 concentraciones de cada quimiotipo. Dht:
dihidrotagetona; OTLO: ocimenona-tagetona-limoneno-ocimeno; Ona: ocimenona.
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Los segmentos sobre las barras representan el EE.
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Figura 1V.4: Mortalidad de larvas de St. aegypti ante quimiotipos del tercer
ciclo de cultivo. Se evaluaron 5 concentraciones de cada quimiotipo. Dht:

dihidrotagetona; OTLO: ocimenona-tagetona-limoneno-ocimeno; Ona: ocimenona.
Los segmentos sobre las barras representan el EE.
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Figura IV.5: Mortalidad de larvas de St. aegypti ante el AE de una poblacién

silvestre de T. minuta. Se evaluaron 7 concentraciones. Los segmentos sobre las barras
representan el EE.
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DISCUSION

Los quimiotipos de T. minuta identificados en esta Tesis presentaron efecto letal
diferencial sobre las larvas de St. aegypti. Los perfiles quimicos de los quimiotipos en los
dos ciclos de cultivo evaluados fueron equivalentes pero no exactamente iguales por lo que
probablemente las diferencias en las DLsy se deban a ello. Las diferencias en la
composicion de AE en la especie forman parte de su variabilidad quimica; el efecto letal
diferencial encontrado en los quimiotipos es consecuencia de esa variabilidad fenotipica.

Los valores de DLsg en larvas de St. aegypti obtenidos en los quimiotipos estudiados
fueron al menos 2914,00 y 9,60 veces inferiores a los presentados por Furtado et al. (2005)
y Pereira Lima et al. (2009): 72850,00 ppm y 240,00 ppm respectivamente. Amer &
Mehlhorn (2006) también evaluaron el AE de T. minuta en una concentracion de 50 ppm y
obtuvieron una mortalidad del 3,3 % mientras que para Maradufu et al. (1978) la DLs, fue
de 10 ppm vy, en la presente Tesis, el quimiotipo Ocimenona en el tercer ciclo de cultivo
presentd una DLsy de 25 ppm en larvas de St. aegypti. Cabe destacar que en los trabajos
citados anteriormente se evaluo el efecto larvicida del AE de T. minuta pero sin considerar
las variaciones en su composicién quimica. Por otro lado Pereira Lima et al. (2009)
compararon el efecto del AE de T. minuta en larvas con y sin resistencia a temefos y
demostraron que la existencia de resistencia a dicho larvicida organofosforado no interfiere
en la accion del AE lo cual le aporta mayor valor como potencial larvicida.

En cada ciclo de cultivo el quimiotipo Ocimenona, en el cual los demas compuestos
estuvieron escasos 0 ausentes, presentdé mayor bioactividad que los demas perfiles lo que
se vio reflejado en los menores valores de DLs. Este resultado coincide con los obtenidos
por Maradufu et al. (1978) quienes identificaron a la ocimenona como el principio activo
del AE de T. minuta contra larvas de St. aegypti. Ademas, se observo mayor bioactividad
en los quimiotipos OTLO y Dht en los que aument6 la proporcion de ocimenona del
segundo al tercer ciclo de cultivo. Los compuestos principales de un AE, generalmente,
son los responsables del efecto bioactivo (Ipek et al., 2005) y depende de la proporcién en
la que éstos se encuentran. EI compuesto ocimenona es uno de los mayoritarios del AE de
T. minuta y su efecto letal sido demostrado en otros insectos (Herrera et al. 2014). El
incremento de la bioactividad del AE de los quimiotipos de T. minuta en el tercer ciclo de
cultivo respecto al segundo sobre larvas de St. aegypti podria atribuirse a que estos

presentaron una mayor proporcion de dicho compuesto. Por otro lado, la bioactividad de
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los compuestos principales puede ser moderada por la presencia de otros que se encuentran
en menor proporcion (Franzios et al., 1997; Santana-Rios et al., 2001; Hoet et al., 2006).
Al relacionar las DL50 con la composicion de la poblacién silvestre y los quimiotipos
ensayados se observaron resultados que podrian deberse a la existencia de relaciones de
tipo sinérgica o aditiva entre los compuestos que ameritan ser evaluadas.

El quimiotipo Dihidrotagetona en el segundo ciclo de cultivo presentd muy baja
bioactividad. Al analizar la composicion de su perfil quimico se observa que la
dihidrotagetona se encontrd en una proporcién superior al 65 % y los demés compuestos
tuvieron concentraciones inferiores al 10 %. El AE evaluado por Furtado et al. (2005)
presentd dihidrotagetona en un 91,5 % y su DLsy fue de 72.850,00 ppm. Estos resultados
indicarian que la dihidrotagetona, cuando se encuentra como componente mayoritario
tendria leve efecto bioactivo sobre larvas de St. aegypti.

El AE de la poblacién silvestre, con ocimenona y ocimeno como compuestos
mayoritarios, presentd alta letalidad. Si se considera que el AE constituye un metabolito
secundario implicado en la defensa de la planta (Banchio et al., 2005) y que las especies
aromaticas nativas al desarrollarse en su ambiente natural estdn mas expuestas a las
presiones de predacion y a condiciones de competencia interespecificas, climéticas y
ambientales que cuando lo hacen bajo condiciones de cultivo; es de esperar que presenten
niveles mayores de compuestos activos (Schippmann et al., 2006). Aun asi, la
superposicién de los intervalos de confianza para la DLsy de la poblacion silvestre y el
quimiotipo Ocimenona en el tercer afio de cultivo indica que no hubo diferencias
significativas en el efecto bioactivo de ambos AE. Estos resultados demuestran que plantas
crecidas en ambientes naturales y plantas cultivadas pueden tener el mismo potencial
bioactivo lo cual va a depender principalmente de la composicién quimica del AE.

Las larvas que sobrevivieron en los tratamientos de mayor concentracion (50 - 80
ppm) en los tres quimiotipos y de la poblacion silvestre, quedaron moribundas y casi
inmoviles. En los tratamientos de concentraciones bajas e intermedias (10 - 30 ppm), si
bien la mayoria de las larvas no murieron presentaron cambios en su comportamiento
observandose menor velocidad de nado y la imposibilidad de realizar el movimiento
ascendente-descendente (para tomar aire). Este cambio en las caracteristicas de la natacion
de las larvas también fue descripto por Green et al. (1991) quienes ademas observaron que
la mortalidad ante diferentes concentraciones de AE de T. minuta (4 y 10 ppm) se iguala en
100 % a las 96 hs de iniciado el bioensayo. Estos resultados indicarian que ante un mayor
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tiempo de exposicion el efecto letal no varia entre tratamientos de menor concentracion de
AE en relacién a los mas concentrados cuando los organismos ya manifiestan alteraciones
en su comportamiento. Seria de interés evaluar si exposiciones mas prolongadas a bajas
concentraciones del AE de los quimiotipos aumentan la mortalidad de larvas de St. aegypti
reduciendo asi la cantidad de producto a aplicar.
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CONCLUSION

Tagetes minuta presenté actividad letal contra larvas de Il estadio de St. aegypti; y
ese efecto vario en funcién de la composicion quimica y de la dosis de AE evaluada.

Se encontré un efecto diferencial en la bioactividad de los quimiotipos. Segun los
valores de DLs, los perfiles con ocimenona fueron mas letales contra larvas de St. aegypti.
El perfil con mayor proporcién de dihidrotagetona presentd baja bioactividad, por el
contrario, cuando dicho compuesto estuvo en igual proporcién que la ocimenona la
bioactividad del quimiotipo se incrementd notablemente. La relacion observada entre la
presencia conjunta de algunos compuestos y la bioactividad abren nuevos interrogantes
para evaluar especificamente compuestos puros y efectos sinérgicos o aditivos entre éstos.

Un importante aporte de este trabajo es la determinacion de la bioactividad
diferencial de los quimiotipos identificados en plantas cultivadas de T. minuta. Estos
resultados resaltan el potencial del cultivo de plantas de T. minuta con un perfil quimico
determinado, poco variable y con bioactividad comprobada evitando asi la presion de
extraccion sobre el recurso silvestre. Los aportes de este trabajo constituyen un importante
avance en la busqueda de nuevos biocidas naturales para el control de insectos de

importancia médica.
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INTRODUCCION

En Argentina esta muy difundido el uso de hierbas aromaticas nativas tanto para
aperitivos, yerbas compuestas, infusiones como para aplicaciones medicinales. Este
elevado consumo requiere una gran cantidad de material vegetal. Un punto critico es que
para satisfacer dicha demanda sélo se cuenta con plantas cosechables de poblaciones
silvestres. Esta situacién pone en riesgo la continuidad de las especies aromaticas nativas
debido a la presion de extraccion a la que se ven sometidas. Sumado a esto, el cambio de
uso de la tierra con el consecuente desmonte y los incendios también ponen en riesgo a las
aromaticas nativas. Ante esta realidad es necesario que estas especies se estudien y
caractericen para desarrollar practicas de manejo en cultivo y asi poder abastecer a la
industria reduciendo la presion sobre las poblaciones silvestres.

Algunas especies arométicas nativas de Argentina se han estudiado y caracterizado
con el fin de conocer su variabilidad y establecer pautas de manejo; tal es el caso de la
“peperina” Mintostachys verticillata, la “carqueja” Baccharis crispa, el “incayuyo” Lippia
integrifolia y el “suico” Tagetes minuta. Cada especie se encuentra en diferente estado de
avance: la peperina ya ha sido introducida a cultivo (Ojeda, 2004), tiene registrado un
cultivar (Ojeda, 2008) y esta en etapa de mejoramiento por caracteristicas organolépticas
(Ocafio, datos no publicados); de la carqueja se han realizado descripciones in situ de
poblaciones de las provincias de Cordoba y San Luis y se esta iniciando el proceso de
introduccidn a cultivo (Chaves, 2012); del incayuyo se estudiaron poblaciones in situ y se
estan evaluando plantas en condiciones de cultivo (Brunetti, 2014) y del suico se
caracterizaron plantas obtenidas de semillas silvestres comparadas en parcelas
experimentales (Massuh, 2007) (estudios que tienen continuidad y se profundizaron con la
presente Tesis). Considerando la riqueza, el uso y la potencialidad econémica de las
aromaticas nativas en Argentina es imperioso avanzar en su caracterizacion para poder
hacer un mejor aprovechamiento del recurso y ofrecer al mercado una produccion de
calidad. Dicha caracterizacion implica un relevamiento de diferentes aspectos
(morfoldgicos, fenoldgicos, quimicos, de rendimiento) que deben ser relacionados para
tener un conocimiento integral de la especie. Es importante determinar las variaciones
tanto morfologicas como quimicas ya que pueden existir correlaciones ente las

caracteristicas morfoldgicas y la presencia de quimiotipos especificos (Villamil, 2010).
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En el marco de esta Tesis con un amplio estudio y descripcion tanto morfolégica
como quimica de las familias evaluadas de T. minuta, es necesario un abordaje conjunto de
estos aspectos para lograr una mejor caracterizacion y un mayor alcance de los resultados
obtenidos. Esta practica de integracion de resultados ya ha sido aplicada para caracterizar
otras especies aromaticas de amplio uso en Argentina, Origanum vulgare (Torres, 2011) y
Baccharis crispa (Chaves, 2012) como ejemplos de especies cultivada y silvestre
respectivamente.

En los capitulos anteriores se realizd la caracterizacion morfoldgica, quimica y de
bioactividad del AE de las familias de T. minuta estudiadas. También se diferenciaron tres
quimiotipos que constituyeron una agrupacion a nivel de suprafamilia. En este capitulo se
integran todos los resultados parciales para describir las relaciones entre los caracteres
morfolégicos (cualitativos y cuantitativos), de bioactividad y de composicién quimica de
los tres quimiotipos identificados en esta Tesis.
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MATERIALES Y METODOS

Los 14 caracteres considerados en éste capitulo para realizar los analisis fueron
identificados en los capitulos anteriores de la Tesis como los de mayor peso y que mejor
explicaron la variabilidad, éstos se agruparon en:

« morfoldgicos cuantitativos: altura final, crecimiento, PSPC, %EP/Planta,
%H,0O/Planta y N° de ramas;

% morfoldgicos cualitativos: inflorescencia blanca, inflorescencia intercalar,
glandulas abundantes, estructura selecta y presencia de eje principal;

¢+ de composicion del AE: Z-tagetona, dihidrotagetona y E-ocimenona.

A partir de estos 14 caracteres incorporados conjuntamente en los analisis, se
identificaron aquellos que mejor explicaron la variabilidad y diferenciaron las familias. A
su vez, se complementd la descripcion fenotipica de las familias con el perfil quimico de su

AE y su bioactividad.

Anélisis estadistico. Con los caracteres cuantitativos corregidos y los cualitativos
(expresados como porcentaje) se realizaron analisis multivariados de procrustes
generalizado, componentes principales y discriminante. Con el primero se determiné el
grado de consenso entre las configuraciones obtenidas para cada grupo de caracteres en la
separacion de las familias y con los dos ultimos se diferenci6 a las familias relacionandolas
con los caracteres. Inicialmente se utilizaron los 14 caracteres cuantitativos y cualitativos
de mayor peso; por medio de ACP se identificaron y redujeon a 3 los caracteres de mayor
peso y poder explicativo de la variabilidad. Los caracteres con mayor inercia fueron
utilizados en el analisis discriminante, donde el agrupamiento de las familias es definido a
priori y, por su valor predictivo, constituye una herramienta importante para la asignacion
de quimiotipo a nuevas plantas.

Los resultados de este capitulo se procesaron mediante dos programas estadisticos
SPSS Statistics (2008) para el analisis discriminante e InfoStat (Di Rienzo et al., 2011) para

los demas. En todos los andlisis se trabajo con los datos estandarizados.
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RESULTADOS

El analisis de procrustes generalizado, que considero conjuntamente los 14 caracteres
de mayor peso, explico el 100 % de la variabilidad entre las familias y present6 un 73,8 %
de consenso en el ordenamiento generado por los tres grupos de variables (Tablas V.1 y
V.2). Las familias formaron dos grupos, 6, 7,8y 9porunladoyl, 2, 3,4,5,10,11y12
por el otro (Fig. V.1).

Tabla V.1: Autovalores del andlisis de procrustes generalizado.

Lambda Valor Proporcion Proporcion
Acumulada

1 0,456 0,618 0,618

2 0,282 0,382 1,000

Tabla V.2: Sumas de cuadrado por grupo del andlisis de procrustes generalizado.
Proporcién de

Consenso Residuo Total

Consenso

Componentes del AE 0,711 0,271 0,983 0,724
Caracteres morfoldgicos cualitativos 0,843 0,225 1,068 0,790
Caracteres morfoldgicos cuantitativos 0,660 0,290 0,950 0,695
Total 2,214 0,786 3,000 0,738
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Figura V.1: Configuracion de consenso del andlisis de procrustes generalizado con casos
graficados. Datos estandarizados. Suma de cuadrados del arbol de recorridos minimos= 0,331.
Circulos negros: familias; circulos de color (que rodean a cada uno negro): grupo de caracteres: morfoldgicos
cuantitativos, morfoldgicos cualitativos y de composicion de AE.
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El ACP con las 12 familias y los 14 caracteres de mayor peso (cuantitativos -
morfologicos y de AE- y cualitativos) identificados en los capitulos anteriores de esta Tesis
delimit6 dos grupos (Fig. V.2):

¢ Grupo 1: formado por las familias 6, 7, 8 y 9 que se relacionaron con los
caracteres altura final, peso seco de planta completa, crecimiento, % de eje
principal/planta, Z-tagetona, dihidrotagetona y estructura selecta.

¢ Grupo 2: formado por las familias 1, 2, 3, 4, 5, 10, 11 y 12 que se
relacionaron con los caracteres N° de ramas, % de agua/planta, E-ocimenona,
presencia de eje principal, inflorescencia blanca e intercalar y glandulas

abundantes.
6,00-

CRECIMIENTO Correg.
3,00 PSPC Correg. C\
ALTURA FINAL Correg. Presencia de EP

11
° N° de RAMAS Correg.
% H20/PLANTA Correg.
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Estructura Selecta Ilr;fflltz)rr. IS:;:EIM
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Z-Tagetona Correg. 1e® 5

CP 2 (26,0%)
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7° Dihidrotagetona Correg. E-Ocimenona Correg.
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-6,00 ' ' '
-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00

CP 1 (50,3%)

Figura V.2: Anadlisis de componentes principales con los caracteres cualitativos y
cuantitativos corregidos. Se consideraron los caracteres de mayor peso, los cualitativos fueron
expresados como porcentaje. Los dos primeros ejes explicaron un 76,3 % de la variabilidad entre
las familias. Circulos azules: familias; vectores con circulos amarillos: caracteres.

A partir de nuevos ACP se redujeron los caracteres de 14 a 3 (peso seco de planta
completa, inflorescencia blanca y E-ocimenona) manteniendo el agrupamiento de las

familias y con un 96,3 % de la variabilidad explicada (Fig. V.3).
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Figura V.3: Analisis de componentes principales con los tres caracteres de mayor peso. Dos
caracteres cuantitativos y uno cualitativo. Los dos primeros ejes explican un 96,3 % de la
variabilidad entre las familias. Circulos azules: familias; vectores con circulos amarillos:
caracteres.

Estos tres caracteres de mayor peso fueron incorporados en un andlisis discriminante
donde los grupos definidos a priori fueron “Ocimenona” (familias 1, 2, 3, 4 y 5);
“Dihidrotagetona” (familias 6, 7, 8 y 9) y “OTLO” (familias 10, 11 y 12) (Fig. V.4). Se
consider6 a los grupos delimitados por el analisis como morfo-quimiotipos debido a que
las variables clasificatorias fueron caracteres morfologicos y de composicion de AE. Las
dos primeras funciones de correlacion discriminante candnica explicaron el 100 % de la
varianza. La primera explicé un 95,1 % y fue estadisticamente significativa, no asi la

segunda funcidn que explicé el 4,9 % restante (Tablas V.3 y V.4).

Tabla V.3: Autovalores del analisis discriminante.

. Varianza L,
. Varianza Correlacién
Funcion Autovalor acumulada .
(%) (%) canonica
1 16,820% 95,10 95,10 0,972
2 0,869% 490 100,00 0,682

#Se han empleado las dos primeras funciones discriminantes canénicas en el analisis.
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Tabla V.4: Valores de Lambda de Wilks del analisis discriminante.

Contraste de las Lambda de

funciones Wilks Chi-cuadrado o] Sig.
lala2 0,030 28,047 6 0,000

2 0,535 5,005 2 0,082

5,01

2,5 °

o © & Morfo-Qumiotipo
%‘ o ° ! g Eimv_znona
) i (O Dihidrotagetona
g . » @OTLO
= O co @ @ Centroide de grupo
@
®
2,51
-5,07
50 25 0',0 25 50

Funcion 1

Figura V.4: Andlisis discriminante con caracteres morfolégicos y de
composicion de AE. Los morfo-quimiotipos identificados a priori confirmaron
la agrupacion de las familias y, a su vez, la diferenciacion de los grupos. Cada
punto representa una familia.
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DISCUSION

Si bien la dihidrotagetona presenté baja actividad larvicida cuando se encontré en
alta proporcion y como unico componente mayoritario, tiene importancia por ser un
compuesto utilizado industrialmente. Esta patentado el procedimiento a partir del cual de
dihidrotagetona se obtiene el compuesto 5-isobutil-3-metil-4,5-dihidro-2(3H)-furanona
utilizado en las industrias de aromatizantes, alimentos, perfumes, cosméticos, refrescos,
bebidas alcohdlicas y farmacéutica por sus actividades biologicas (Arun Kumar et al.,
2004). Por lo antedicho cobra mayor relevancia la existencia del quimiotipo
Dihidrotagetona que, ademas, es distinguible de los demés a nivel morfologico por sus
inflorescencias densas y amarillas y sus glandulas oleiferas foliares escasas y de tipo
alargado.

Los grupos definidos por caracteres morfoldgicos y quimicos (morfo-quimiotipos)
fueron coincidentes con los grupos clasificados por la composiciéon del AE (quimiotipos),
observandose una clara separacion entre dichos grupos y una relativa homogeneidad dentro
de ellos. Esta congruencia en la clasificacion permite asociar la presencia de determinados
caracteres morfologicos con compuestos quimicos: inflorescencias amarillas y
dihidrotagetona. La relacion encontrada refleja en la préctica lo afirmado por Villamil
(2010) respecto a las correlaciones que pueden existir entre caracteres morfoldgicos y
quimicos, donde los descriptores (color de la inflorescencia y compuesto quimico)
constituyen las herramientas para evidenciarla. Por otro lado, esa relacion entre caracteres
es de gran importancia para realizar un proceso de seleccién indirecta (Cubero, 2003)
donde plantas que presenten inflorescencias amarillas tendran AE constituido
principalmente por dihidrotagetona.

La agrupacidn de las familias en funcion de su perfil quimico de AE, bioactividad y
caracterizacion morfolégica permitié identificar los morfoquimiotipos (Fig. V.5). Los
quimiotipos del segundo y tercer ciclo de cultivo presentaron diferencias en la
bioactividad. La DLsy fue menor en las muestras que tuvieron mayor proporcion de
ocimenona. A su vez, las plantas de las que fue extraido el AE de cada muestra
manifestaron diferencias a nivel morfoldgico (Fig. V.5). Particularmente los caracteres
relacionados con las inflorescencias y las glandulas foliares permitieron distinguir las

familias con dihidrotagetona de las que no presentaron el compuesto en su AE. Esta
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caracterizacion posibilita una produccion diferencial en funcion del interés de utilizacion
del AE.

Es meritorio hacer referencia a una tendencia observada en el quimiotipo

Dihidrotagetona en el que las plantas presentaron inflorescencias densas, amarillas y de
disposicion terminal; glandulas foliares escasas y so6lo de tipo alargado y dihidrotagetona
en su AE. Esta relacion entre todos los caracteres no se pudo demostrar estadisticamente
debido a que el tamafio muestral no fue lo suficientemente grande para el analisis
requerido; pero amerita que se continue con el estudio de posibles asociaciones.
Los quimiotipos OTLO y Ocimenona presentaron plantas de menor tamafio, con mayor
proporcion de agua pero, por otro lado, tuvieron méas ramificaciones y menor proporcién
de eje principal respecto al peso de la planta. A nivel de estructura de planta estas
caracteristicas se compensan en cuanto a la produccion de AE y el mayor interés recae en
la presencia de mas ramificaciones. Si bien no tuvieron una marcada diferenciacion
morfoldgica, la bioactividad si distinguié a estas 8 familias destacandose aquellas con
mayor proporcion de ocimenona en el AE por ser las mas letales.

Las diferencias observadas en cuanto a composicion del AE y su respuesta bioactiva
permiten inferir que ante la variabilidad natural de la especie, los efectos bioactivos
también van a ser variables. Teniendo en cuenta esta realidad, es mas necesario aun
caracterizar y cultivar las plantas utilizadas como medicinales o como biocidas para
garantizar una respuesta estable de su efecto.

Considerando la riqueza de la flora aromatica y medicinal Argentina es todavia pobre
el grado de estudio y avance en la caracterizacion, tanto a nivel morfolégico como
quimico. Es necesario poner en relieve la urgencia de desarrollar un plan de accién para
promover el manejo sustentable de las especies aromaticas silvestres mientras se
desarrollan investigaciones orientadas al cultivo y la generacion de bancos de
germoplasma que posibiliten preservar el recurso.

Bandoni (2002) establece criterios para la seleccidén de nuevos materiales aromaticos
con el fin de promover su aprovechamiento y cultivo; T. minuta por sus caracteristicas y
segun su forma de obtencion actual entra en la clasificacion de “especie silvestre
aprovechada”. Las especies silvestres se destacan por su gran variabilidad lo cual
constituye la base para obtener nuevas y valiosas composiciones de AE. Esta caracteristica
se evidencio al abordar el estudio de T. minuta de modo integral, a nivel morfoldgico y

quimico.
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Figura V.5: Comparacion de bioactividad, composicion de AE y caracteristicas morfologicas de las
familias de 7. minuta con un mismo perfil quimico.
Lim: limoneno; Ono: ocimeno; Dht: dihidrotagetona; E-Tag: E-tagetona; Z-Tag: Z-tagetona; E-Ona: E-ocimenona; Z-Ona: Z-ocimenona.
Referencias morfoldgicas: @ Inflorescencias blancas, laxas e intercalares. Glandulas foliares abundantes y de tipo alargado y redondo.
O Inflorescencias amarillas, densas y terminales. Glandulas foliares escasas y de tipo alargado.
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CONCLUSION

Las familias que formaron el quimiotipo Dihidrotagetona presentaron plantas de
mayor tamafio, distinguibles por caracteres morfologicos relacionados con las
inflorescencias y con las glandulas foliares y asociadas a la presencia del compuesto
dihidrotagetona. Estos caracteres son de temprana aparicion en la planta y de facil
observacion lo que permite identificar a individuos con estas caracteristicas en una etapa
inicial de cultivo. El valor inferencial de esta asociacion morfologica y quimica es de gran
importancia para planificar y definir el destino del AE que se obtenga.

Los caracteres peso seco de planta completa, inflorescencia blanca y E-ocimenona
fueron discriminantes, lo cual posibilita identificar individuos y clasificarlos en los grupos
de morfo-quimiotipos establecidos: Ocimenona, Dihidrotagetona y OTLO.

La bioactividad del AE de los tres morfo-quimiotipos identificados varia en funcion
su composicion quimica. El hecho de poder diferenciar los grupos quimicos mas bioactivos
permite producirlos especificamente, logrando la calidad y homogeneidad en el AE que es
altamente demandada por la industria.

El avance en la caracterizacion de las especies aromaticas nativas es un aporte de
gran importancia tanto para el aprovechamiento de los recursos como para su preservacion.
Dada la diversidad de plantas aromaticas nativas en Argentina, estudiar integradamente
diferentes aspectos (morfologicos, quimicos y de bioactividad) de estas especies constituye

una actividad con gran alcance.
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CONCLUSIONES FINALES

Las poblaciones silvestres constituyeron la primera fuente de variabilidad genética de
la poblacion de base genética amplia de T. minuta; esa variabilidad fue imprescindible para
iniciar el proceso de seleccién y domesticacion. Aun cuando dichas poblaciones se
ubicaron en un area relativamente pequefia respecto al rango de distribucion de la especie,
esa distancia fue suficiente para encontrar diferenciacion morfoldgica, quimica y de
actividad bioldgica en la descendencia.

Se puede concluir que no se rechazaron las hipétesis planteadas en esta Tesis: tanto
la de conservacion en la progenie de caracteres diferenciales morfoldgicos, fenologicos y
quimicos como la de variacion en la bioactividad sobre insectos en funcion de los
quimiotipos.

Los caracteres cuantitativos morfoldgicos tuvieron menor heredabilidad que los de
composicion de AE por lo que fueron menos estables en la descendencia. Esto implica, por
un lado, que la componente genética en la expresion fenotipica “composicion del AE” es
de gran peso y, por otro, que el ambiente donde se desarrolla la planta tiene mayor
influencia sobre los caracteres cuantitativos morfologicos.

Los caracteres cualitativos fueron altamente heredables, se mantuvieron estables en
gran porcentaje en cada familia en las tres generaciones por lo que constituyeron
indicadores muy apropiados para comparar la progenie. Ademas, por ser de fécil
identificacion y de temprana aparicion en el desarrollo de la planta posibilitan un mejor
manejo y aprovechamiento del cultivo.

A nivel morfologico las 12 familias se diferenciaron en dos grupos:

+ Plantas con inflorescencias amarillas, densas y dispuestas terminalmente en
las ramas y con escasas glandulas foliares y de tipo alargadas.

¢ Plantas con inflorescencias blancas, laxas y dispuestas intercalarmente en las
ramas; con glandulas foliares abundantes de tipo redondas y alargadas.

A nivel quimico las 12 familias se diferenciaron en tres grupos:

¢ Perfil con mayor proporcion de ocimenona.
¢ Perfil con mayor proporcién de dihidrotagetona.
¢ Perfil con presencia de ocimeno, limoneno, E- y Z-tagetona y E- y

Z-ocimenona.
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La nueva descripcion de tres quimiotipos para la especie es material de interés para
ser registrado como norma IRAM, mas aln si se considera que la composicion del AE
mantuvo en gran medida su diferenciacion a lo largo de los tres ciclos de cultivo.

A nivel bioactivo los diferentes quimiotipos descriptos para T. minuta presentaron
alta actividad larvicida para St. aegypti en concentraciones que pueden considerarse bajas
al compararlas con otras especies vegetales. Por su bioactividad se destacaron los perfiles
de AE con mayor presencia de ocimenona; quedando en nivel intermedio el perfil OTLO y
en altimo lugar el perfil con dihidrotagetona como Gnico compuesto mayoritario cuya
letalidad fue baja en comparacion con la de los demas. En este apartado cabe resaltar el
incremento de la bioactividad del guimiotipo Dihidrotagetona cuando también presento
ocimeno y ocimenona. Esta diferencia indicaria la existencia de algun tipo de efecto ya sea
sinérgico o aditivo entre los compuestos. La posible interaccion amerita continuar con
nuevos experimentos para comparar los compuestos principales aislados y en estado puro y
diferentes combinaciones entre ellos.

Como sintesis de la caracterizacion morfologica y quimica, se identificaron tres
caracteres discriminantes que permitieron la separacion en grupos a nivel suprafamilia, los
cuales presentan valor predictivo para la futura clasificacion de individuos de la especie.
Dichos caracteres fueron el color de inflorescencia blanco, el compuesto E-ocimenona en
el AE y el peso seco de la planta completa. A partir de estos caracteres se definié un
agrupamiento de las familias en morfo-quimiotipos que fueron nombrados por su

composicion caracteristica del AE:

¢ Ocimenona (incluye a las familias 1, 2, 3,4y 5)
+ Dihidrotagetona (incluye a las familias 6, 7, 8 y 9)
¢ OTLO (incluye a las familias 10, 11y 12)

Es importante destacar el alto valor de heredabilidad que presentaron los compuestos
dihidrotagetona y ocimenona en las tres generaciones ya que esto permitird continuar el
proceso de seleccién y direccionarlo en funcion de la utilizacion del AE. Particularmente
con estos compuestos obtenidos de T. minuta se patentaron productos antivirales (Singh et
al., 2002) y saborizantes de alimentos (Arun Kumar et al., 2004) por lo que presentan un
interés especifico.

Si bien T. minuta es considerada una maleza en el contexto de cultivos tradicionales,

es importante poner en valor la utilidad y el potencial economico que presenta.
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Considerando por un lado las caracteristicas de la especie de ser ruderal y pionera en la
colonizacion de campos abandonados o que presentan condiciones desfavorables que no
son aprovechables para cultivos tradicionales y, por otro lado su valor para la produccion
de AE demandando industrialmente y que constituye un producto de valor agregado; T.
minuta podria incorporarse en el cultivo como una alternativa econdémica para zonas
productiva y socialmente marginadas. La utilizacién y produccion de especies aromaticas
silvestres constituye un importante recurso para el desarrollo de economias regionales. Mas
aun considerando que en muchas ocasiones los ambientes que para otras especies presentan
condiciones sub-Optimas y generan estrés en las plantas son los mas apropiados para el
desarrollo de las aromaticas.

El cultivo de las especies aromaéticas, en oposicién a la extraccion a partir de
poblaciones silvestres, garantiza calidad en el producto final sin atentar contra la
diversidad genética de poblaciones naturales. La introduccion al cultivo de especies
silvestres se ha transformado en una necesidad de forma de asegurar un abastecimiento
continuo de plantas, material vegetal homogéneo y de buena calidad.

La diferenciacion morfoldgica, quimica y bioactiva encontrada en las familias de T.
minuta posibilita que se oriente la produccién de AE hacia una mayor obtencion de los
principios activos que sean de interés. Esta caracteristica es de gran importancia para
generar material homogéneo y de calidad, respondiendo asi a demandas industriales.

Uno de los aportes originales de esta Tesis fue la identificacion y caracterizacion de
quimiotipos de T. minuta y la posibilidad de cultivar plantas con una composicion quimica
y bioactividad definida. Otro aporte de importancia es la generacion de una metodologia
aplicable a otras especies aromaticas silvestres orientada a su incorporacion a cultivo.
Ademas esta Tesis constituye un aporte a la caracterizacion y puesta en valor de la flora
aromatica nativa de Argentina y a su conocimiento para establecer pautas de manejo

orientadas hacia la produccion de calidad y con valor agregado.
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Tablas de caracteres cuantitativos por
familia en cada ciclo de cultivo
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Familia 1

Variable Medidas 1\falores por Cziflo de Cultiv:;)0
Media 161,00 134.83 136,25
ALTURAFINAL E.E. 0,00 483 3,36
(cm) Min 161,00 93,00 108,00
Max 161,00 171,00 166,00
Media 111,00 112,72 109,00
CRECIMIENTO E.E. 0,00 4,78 3,34
(cm) Min 111,00 71,00 78,00
Max 111,00 146,00 135,00
Media 196,00 316,33 287,73
PFPCS/EP E.E. 0,00 34,89 20,09
Q) Min 196,00 114,50 142,38
Max 196,00 651,50 536,38
Media 49,50 55,39 273
PFEP E.E. 0,00 530 1,49
(@) Min 49,50 15,00 0,00
Max 49,50 96,00 19,50
Media 245 50 371,72 290,46
PFPC E.E. 0,00 38,22 21,11
(q) Min 245,50 131,00 142,38
Max 245 50 721,50 556,38
Media 7450 101,81 124,76
PSPCS/EP E.E. 0,00 9,67 8,36
(g) Min 74,50 39,00 61,38
Max 74,50 176,50 232,38
Media 19,00 18,86 1,43
PSEP E.E. 0,00 1,77 0,78
) Min 19,00 450 0,00
Max 19,00 33,00 10,00
Media 93,50 115,14 126,18
PSPC EE. 0,00 9,87 8,91
(@) Min 93,50 49,00 61,38
Max 93,50 194,00 242,38
Media 20,16 15,63 0,64
E.E. 0,00 1,16 0,35
% EPIPLANTA i 20.16 7.80 0,00
Max 20,16 2227 4,89
Media 61,91 67,47 56,35
E.E. 0,00 1,39 0,67
% de H20/PLANTA e 61,91 61,68 51,69
Max 61,91 86,69 60,62
Media 28,00 17,89 15,70
. E.E. 0,00 1,15 0,53
N®de RAMAS  \iin 28,00 7,00 11,00
Max 28,00 2500 19,00
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Familia 2

Variable Medidas 1\ialores por Cziglo de Cultivgo
Media 148,00 165,88 163,04
ALTURAFINAL E.E. 0,00 6,48 3,59
(cm) Min 148,00 141,00 128,00
Méx 148,00 197,00 186,00
Media 130,00 139,88 129,44
CRECIMIENTO E.E. 0,00 578 3,17
(cm) Min 130,00 117,00 105,00
Méx 130,00 158,00 159,00
Media 276,00 345 44 517,44
PFPCS/EP EE. 0,00 39,44 30,62
) Min 276,00 166,50 211,88
Méx 276,00 483,00 724,38
Media 143,50 80,19 16,60
PEEP EE. 0,00 11,16 3,61
) Min 143,50 34,50 0,00
Méx 143,50 133,50 39,00
Media 419,50 42563 534,04
PFPC E.E. 0,00 49,49 31,80
©) Min 419,50 226,00 211,88
Méx 419,50 616,50 741,38
Media 111,50 122,31 199,47
PSPCS/EP E.E. 0,00 15,78 8,37
) Min 111,50 59,00 148,88
Méx 111,50 191,00 268,88
Media 58,00 26,44 7.94
PSEP E.E. 0,00 430 1,74
© Min 58,00 10,00 0,00
Méx 58,00 48,00 18,00
Media 169,50 148,75 207,41
PSPC EE. 0,00 19,90 8,60
) Min 169,50 69,00 156,88
Méx 169,50 239,00 277,38
Media 34,21 18,84 2.96
EE. 0,00 1,35 0,65
Y EPPLANTA o 34,21 1447 0,00
Méx 34,21 26,33 6,47
Media 59,59 65,53 58,97
EE. 0,00 0,97 3,44
% de H20/PLANTA 1 59 59 6123 9.20
Méx 59,59 71,07 70,31
Media 28,00 21,25 21,94
. EE. 0,00 2,70 0,70
N°de RAMAS i 28,00 6,00 15,00
Méx 28,00 32,00 26,00
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Familia 3

Variable Medidas 1\({alores por Cziflo de Cultivgo
Media 148,00 169,00 145,74
ALTURAFINAL EE. 0,00 5,44 7.06
(cm) Min 148,00 148,00 54,00
Méx 148,00 197,00 192,00
Media 130,00 141,75 116,26
CRECIMIENTO E.E. 0,00 5,08 6,57
(cm) Min 130,00 117,00 24,00
Méx 130,00 158,00 154,00
Media 276,00 369,19 362,77
PFPCS/EP E.E. 0,00 34,05 31,45
) Min 276,00 166,50 20,88
Méx 276,00 483,00 577,38
Media 143,50 84,06 9,84
PEEP EE. 0,00 9,43 3,00
(@) Min 143,50 59,50 0,00
Méx 143,50 133,50 36,50
Media 419,50 453,25 372,62
PFPC E.E. 0,00 41,66 33,21
) Min 419,50 226,00 20,88
Méx 419,50 616,50 577.38
Media 111,50 129,88 142,35
PSPCS/EP E.E. 0,00 13,02 10,62
) Min 111,50 64,00 7.38
Méx 111,50 191,00 230,88
Media 58,00 27,69 450
PSEP E.E. 0,00 3,77 1,41
) Min 58,00 17,50 0,00
Méx 58,00 48,00 18,50
Media 169,50 157,56 146,85
PSPC EE. 0,00 16,52 11,38
(q) Min 169,50 81,50 7.38
Méx 169,50 239,00 244,38
Media 34,21 18,82 2,06
EE. 0,00 1,37 0,62
W EPPLANTA i 34,21 14.25 0,00
Méx 34,21 26,33 6,34
Media 59,59 65,35 59,47
EE. 0,00 0,83 1,48
v de H2O/PLANTA o 59 59 61.23 49.72
Méx 59,59 69,64 74,21
Media 28,00 21,75 16,26
. E.E. 0,00 231 0,95
N®de RAMAS i 28,00 10,00 6,00
Méx 28,00 32,00 21,00
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Familia 4

Variable Medidas 1\({alores por Cziflo de Cultivgo
Media 150,00 145,00 128,69
ALTURAFINAL E.E. 0,00 0,00 487
(cm) Min 150,00 145,00 90,00
Méx 150,00 145,00 163,00
Media 104,00 87,00 112,31
CRECIMIENTO E.E. 0,00 0,00 5,01
(cm) Min 104,00 87,00 68,00
Méx 104,00 87,00 142,00
Media 132,00 368,50 156,72
PFPCS/EP E.E. 0,00 0,00 16,20
%) Min 132,00 368,50 60,88
Méx 132,00 368,50 269,38
Media 66,00 133,50 431
PEEP E.E. 0,00 0,00 1,71
(@) Min 66,00 133,50 0,00
Méx 66,00 133,50 16,50
Media 300,00 502,00 161,04
PFPC E.E. 0,00 0,00 17,54
) Min 300,00 502,00 60,88
Méx 300,00 502,00 282,88
Media 128,00 111,50 64,94
PSPCS/EP E.E. 0,00 0,00 6,25
) Min 128,00 111,50 21,38
Méx 128,00 111,50 101,38
Media 64,00 40,50 2,16
PSEP E.E. 0,00 0,00 0,85
) Min 64,00 40,50 0,00
Méx 64,00 40,50 8,00
Media 192,00 152,00 67,10
PSPC EE. 0,00 0,00 6,92
(q) Min 192,00 152,00 21,38
Méx 192,00 152,00 107,88
Media 33,33 26,59 1,81
EE. 0,00 0,00 0,71
W EPPLANTA i 33.33 26,59 0,00
Méx 33,33 26,59 7,25
Media 36,00 69,72 57,91
EE. 0,00 0,00 1,19
v de H2O/PLANTA o 36,00 69,72 5217
Méx 36,00 69,72 64,88
Media 14,00 18,00 11,88
. E.E. 0,00 0,00 1,34
N®de RAMAS  \iin 14,00 18,00 5,00
Méx 14,00 18,00 27,00
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Familia 5

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 122,00 145,74 133,67
ALTURAFINAL EGE. 0,00 5,25 3,61
(cm) Min 122,00 109,00 108,00
Méx 122,00 186,00 161,00
Media 79,00 126,00 120,67
CRECIMIENTO E.E. 0,00 4.90 3,25
(cm) Min 79,00 88,00 96,00
Méx 79,00 165,00 145,00
Media 140,00 280,26 186,17
PFPCS/EP EE. 0,00 18,48 14,99
© Min 140,00 140,50 67,88
Méx 140,00 413,50 298,38
Media 54,00 58,76 0,52
PFEP EE. 0,00 441 0,52
(@) Min 54,00 30,00 0,00
Méx 54,00 88,00 11,00
Media 194,00 339,03 186,69
PFPC E.E. 0,00 20,93 15,19
©) Min 194,00 170,50 67,88
Méx 194,00 485 50 309,38
Media 64,50 97,05 77,43
PSPCS/EP E.E. 0,00 6,57 6,05
) Min 64,50 46,00 31,88
Méx 64,50 143,00 125,88
Media 25,00 17,76 0,26
PSEP E.E. 0,00 1,55 0,26
© Min 25,00 8,00 0,00
Méx 25,00 28,50 5,50
Media 89,50 114,82 77.69
PSPC EE. 0,00 7.73 6,13
() Min 89,50 55,00 31,88
Méx 89,50 166,00 125,88
Media 27,84 17,58 0,17
EE. 0,00 1,04 0,17
WEPPLANTA v 27.84 10,42 0,00
Méx 27,84 26,85 3,56
Media 53,87 66,24 57,95
EE. 0,00 0,67 0,76
% de H20/PLANTA 1 53.87 62.37 5173
Méx 53,87 71,85 64,54
Media 14,00 22.16 12,71
. EE. 0,00 1,17 1,17
N°de RAMAS i 14,00 14,00 4,00
Méx 14,00 33,00 23,00
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Familia 6

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 181,00 155,88 149,29
ALTURAFINAL E.E. 0,00 9,11 8,92
(cm) Min 181,00 119,00 74,00
Méx 181,00 195,00 187,00
Media 133,00 143,88 121,07
CRECIMIENTO E.E. 0,00 10,47 8,26
(cm) Min 133,00 92,00 38,00
Méx 133,00 184,00 156,00
Media 209,00 257,75 364,09
PFPCS/EP EE. 0,00 38,43 58,75
) Min 209,00 104,00 17,38
Méx 209,00 383,50 782,88
Media 104,50 80,25 14,75
PEEP E.E. 0,00 13,90 6,28
) Min 104,50 0,00 0,00
Méx 104,50 118,00 74,50
Media 313,50 338,00 378,84
PFPC E.E. 0,00 43,06 62,59
©) Min 313,50 158,50 17,38
Méx 313,50 497,00 782.88
Media 112,00 99,75 140,81
PSPCS/EP E.E. 0,00 14,29 22,51
©) Min 112,00 43,00 6,88
Méx 112,00 154,00 284,88
Media 56,00 24,63 8,07
PSEP E.E. 0,00 439 3,39
© Min 56,00 0,00 0,00
Méx 56,00 37,50 38,00
Media 168,00 124,38 143,88
PSPC EE. 0,00 16,88 24,81
) Min 168,00 58,50 6,88
Méx 168,00 191,50 284,88
Media 33,33 25,20 2.48
EE. 0,00 4,08 1,01
Y EPPLANTA o 33.33 0,00 0,00
Méx 33,33 36,09 10,78
Media 46,41 63,22 60,65
EE. 0,00 1,17 1,02
% de H20/PLANTA o 46,41 58 51 55 31
Méx 46,41 68,44 67,42
Media 21,00 11,38 11,71
. EE. 0,00 2,23 1,69
N°de RAMAS i 21,00 2,00 2.00
Méx 21,00 19,00 18,00
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Familia 7

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 176,00 186,75 159,83
ALTURAFINAL EGE. 0,00 6,18 481
(cm) Min 176,00 140,00 99,00
Méx 176,00 230,00 195,00
Media 115,00 126,25 120,28
CRECIMIENTO E.E. 0,00 6,84 4,67
(cm) Min 115,00 79,00 59,00
Méx 115,00 179,00 151,00
Media 584,00 344,97 357,69
PFPCS/EP EE. 0,00 41,86 29,05
© Min 584,00 120,00 214.88
Méx 584,00 608,50 636,38
Media 190,00 169,72 23,47
PEEP E.E. 0,00 35,08 1,81
(@) Min 190,00 35,50 13,00
Méx 190,00 608,50 38,50
Media 774,00 514,69 381,16
PFPC E.E. 0,00 72,45 30,64
©) Min 774,00 159,50 228,88
Méx 774,00 1217,00 674,88
Media 254,50 157,00 146,07
PSPCS/EP E.E. 0,00 14,32 9,86
©) Min 254,50 67,00 95,38
Méx 254,50 272,00 254,88
Media 83,00 62,25 12,58
PSEP E.E. 0,00 11,56 0,99
©) Min 83,00 17,00 7.00
Méx 83,00 210,00 21,50
Media 337,50 219,25 158,66
PSPC EE. 0,00 23,21 10,75
() Min 337,50 84.00 104,38
Méx 337,50 420,00 276,38
Media 24,55 30,71 6,23
EE. 0,00 2,23 0,23
Y EPPLANTA o 24 55 15.94 4.93
Méx 24,55 50,00 8,18
Media 56,40 52,74 57,63
EE. 0,00 3,64 0,72
% de H20/PLANTA 1 56,40 4.40 5291
Méx 56,40 66,87 63,61
Media 22,00 9,25 15,61
. EE. 0,00 0,75 0,90
N°de RAMAS i 22,00 5,00 6,00
Méx 22,00 14,00 21,00
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Familia 8

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 145.00 163,02 169.70
ALTURA FINAL ELE. 0,00 8.83 2.09
(cm) Min 145,00 105,00 135.00
Max 145,00 218,00 191.00
Media 129,00 140,75 132,15
CRECIMIENTO E.E. 0,00 7.97 2,87
(cm) Min 129,00 87,00 114,00
Max 129,00 187,00 158,00
Media 246,00 361,46 460,11
PEPCS/EP E.E. 0,00 5438 3533
o) Min 246,00 141,50 131,38
Max 246,00 638.50 829 88
Media 83,50 82.17 24,05
PFEP E.E. 0,00 19 15 3,75
o) Min 83,50 0,00 0,00
Max 83,50 24700 69,50
Media 329,50 443 63 484,16
PEPC E.E. 0,00 66.81 37.76
o) Min 329 50 141,50 131,38
Max 329 50 874,50 899 38
Media 97,00 128,79 185,01
PSPCS/EP E.E. 0,00 1721 13.79
o) Min 97,00 36,50 46,88
Max 97,00 201,50 341 38
Media 33,00 26.29 12.20
PSEP E.E. 0,00 6.24 1.90
@) Min 33,00 0,00 0,00
Max 33,00 76,00 35,50
Media 130,00 155,08 107 21
PSPC E.E. 0,00 21,62 1511
o) Min 130,00 36,50 46,88
Max 130,00 269,00 376 88
Media 2534 1721 4.75
E.E. 0,00 3.19 0,61
Y EPPLANTA o 2534 0,00 0,00
Max 25 34 28.24 9.76
Media 60,55 64.73 58,89
E.E. 0,00 217 1,56
% de H20/PLANTA 1 60,55 49 67 31.85
Max 60,55 74.20 66,01
Media 25,00 16,67 17.80
. E.E. 0,00 1.38 0,52
N°de RAMAS i 25,00 10,00 14,00
Max 25,00 23,00 22,00
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Familia 9

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 145,00 160,58 168,39
ALTURAFINAL E.E. 0,00 751 434
(cm) Min 145,00 105,00 135,00
Méx 145,00 202,00 211,00
Media 129,00 138,25 124,22
CRECIMIENTO E.E. 0,00 6,99 431
(cm) Min 129,00 87,00 85,00
Méx 129,00 176,00 164,00
Media 246,00 344.88 420,30
PFPCS/EP EE. 0,00 49,29 48,35
) Min 246,00 141,50 158,38
Méx 246,00 638,50 893,88
Media 83,50 74,75 26,92
PEEP E.E. 0,00 14,13 6,47
(@) Min 83,50 0,00 0,00
Méx 83,50 158,00 85,00
Media 329,50 419,63 447 21
PFPC E.E. 0,00 56,21 53,18
©) Min 329,50 141,50 158,38
Méx 329,50 687,50 973,88
Media 97,00 123,21 168,91
PSPCS/EP E.E. 0,00 16,19 16,67
©) Min 97,00 36,50 53,88
Méx 97,00 201,50 336,38
Media 33,00 23,83 14,67
PSEP E.E. 0,00 478 3,56
©) Min 33,00 0,00 0,00
Méx 33,00 49 50 46,50
Media 130,00 147,04 183,57
PSPC EE. 0,00 19,12 19,40
) Min 130,00 36,50 53,88
Méx 130,00 251,00 382,88
Media 25,34 17,10 4.93
EE. 0,00 3,16 1,13
Y EPPLANTA o 25.34 0,00 0,00
Méx 25,34 27,53 13,72
Media 60,55 64,85 58,00
EE. 0,00 2,19 0,99
% de H20/PLANTA 1 60,55 49 67 5003
Méx 60,55 74,20 65,98
Media 25,00 16,17 14,17
. EE. 0,00 1,25 1,25
N°de RAMAS i 25,00 10,00 7.00
Méx 25,00 23,00 22,00
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Familia 10

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 161,00 168,33 134,56
ALTURAFINAL EGE. 0,00 17,33 5,82
(cm) Min 161,00 139,00 85,00
Méx 161,00 199,00 175,00
Media 120,00 132,33 114,22
CRECIMIENTO E.E. 0,00 9,26 5,58
(cm) Min 120,00 117,00 73,00
Méx 120,00 149,00 148,00
Media 299,00 444,50 232,91
PFPCS/EP EE. 0,00 46,52 25,43
© Min 299,00 366,00 63,38
Méx 299,00 527,00 460,38
Media 0,00 114,17 0,00
PFEP EE. 0,00 15,11 0,00
(@) Min 0,00 84,50 0,00
Méx 0,00 134,00 0,00
Media 299,00 558,67 232,91
PFPC E.E. 0,00 52,15 25,43
©) Min 299,00 490,00 63,38
Méx 299,00 661,00 460,38
Media 78,00 149,17 89,21
PSPCS/EP E.E. 0,00 15,40 9,12
©) Min 78,00 118,50 30,38
Méx 78,00 167,00 168,38
Media 0,00 31,83 0,00
PSEP E.E. 0,00 6,21 0,00
©) Min 0,00 21,00 0,00
Méx 0,00 42,50 0,00
Media 78,00 181,00 89,21
PSPC EE. 0,00 17,06 9,12
() Min 78,00 150,50 30,38
Méx 78,00 209,50 168,38
Media 0,00 20,56 0,00
EE. 0,00 2,66 0,00
Y EPPLANTA o 0,00 16.10 0,00
Méx 0,00 25,31 0,00
Media 73,91 67,58 60,68
EE. 0,00 1,25 1,00
% de H20/PLANTA o 73.01 65.14 5207
Méx 73,91 69,29 65,84
Media 28,00 26,67 15,44
. EE. 0,00 3.48 1,28
N°de RAMAS i 28,00 21,00 5.00
Méx 28,00 33,00 27,00
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Familia 11

Variable Medidas ;ﬁalores por Cziflo de Cultivgo
Media 191,00 156.73 150,50
ALTURA FINAL ELE. 0,00 5.40 5.19
(cm) Min 191.00 115.00 120,00
Max 191,00 196,00 184.00
Media 146,00 127,73 17722
CRECIMIENTO E.E. 0,00 478 62.49
(cm) Min 146,00 93,00 81,00
Max 146,00 15500  1237,00
Media 327,00 408,40 468,71
PEPCS/EP E.E. 0,00 27.87 44,33
o) Min 327,00 255,00 150,88
Max 327,00 574,00 930 88
Media 77,00 5513 17.22
PFEP E.E. 0,00 12,09 3,26
o) Min 77,00 0,00 0,00
Max 77,00 151,00 48,50
Media 404,00 463 53 485,94
PEPC E.E. 0,00 3519 45 95
@) Min 404,00 270,50 150,88
Max 404,00 708.00 979 38
Media 114.50 136,63 172,16
PSPCS/EP E.E. 0,00 1057 1633
o) Min 114.50 66,00 49 88
Max 114,50 23500 323 88
Media 27,00 16,70 7.64
PSEP E.E. 0,00 3.83 150
@) Min 27,00 0,00 0,00
Max 27,00 45,00 24,00
Media 141,50 153,33 179.80
PSPC E.E. 0,00 13.67 16 85
o) Min 141,50 66,00 49 88
Max 141,50 279.00 347 88
Media 19,06 11,04 3.54
E.E. 0,00 188 0,56
Y EPPLANTA o 19.06 0,00 0,00
Max 19.06 2133 6,37
Media 64,98 67.09 62,89
E.E. 0,00 113 1,03
% de H20/PLANTA 1 64.98 60 48 55 85
Max 64,98 75.60 70,57
Media 28,00 21.73 20,00
. E.E. 0,00 101 0,79
N°de RAMAS i 28,00 12,00 14,00
Max 28,00 32,00 27,00
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Familia 12

Variable Medidas ;ﬁalores por Czlflo de Cultlvgo
Media 124,00 14713 81,20
ALTURAFINAL EGE. 0,00 543 9,56
(cm) Min 124,00 107,00 40,00
Méx 124,00 181,00 135,00
Media 78,00 94,19 68,90
CRECIMIENTO E.E. 0,00 3,94 7.93
(cm) Min 78,00 73,00 33,00
Méx 78,00 125,00 106,00
Media 118,00 161,16 109,58
PFPCS/EP EE. 0,00 23,16 26,89
© Min 118,00 64,00 26,38
Méx 118,00 402,50 311,38
Media 41,00 79,41 0,00
PFEP EE. 0,00 9,22 0,00
(@) Min 41,00 30,00 0,00
Méx 41,00 151,00 0,00
Media 159,00 240,56 109,58
PFPC E.E. 0,00 30,11 26,89
©) Min 159,00 120,50 26,38
Méx 159,00 507,50 311,38
Media 77,00 64,25 38,58
PSPCS/EP E.E. 0,00 7.76 9,15
©) Min 77,00 33,50 9,88
Méx 77,00 131,00 103,88
Media 27,00 33,84 0,00
PSEP E.E. 0,00 4.24 0,00
© Min 27,00 10,00 0,00
Méx 27,00 61,50 0,00
Media 104,00 98,00 38,58
PSPC EE. 0,00 10,93 9,15
() Min 104,00 44.50 9,88
Méx 104,00 192,50 103,88
Media 25,79 34,07 0,00
EE. 0,00 2,50 0,00
Y EPPLANTA o 2579 20,69 0,00
Méx 25,79 53,96 0,00
Media 34,59 57,01 64,57
EE. 0,00 2,37 1,01
% de H20/PLANTA 1 34 59 37.05 5773
Méx 34,59 68,90 67,70
Media 17,00 19,38 7,60
. EE. 0,00 1,63 2.43
N°de RAMAS i 17,00 11,00 2.00
Méx 17,00 33,00 25,00




APENDICE II

Tablas de caracteres cualitativos por

familia en cada ciclo de cultivo



Apeéndice 11

Familia 1

Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)

1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 77,78 4,76
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 100,00
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 66,67
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 95,24
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 4,76
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 0,00 66,67 100,00
INFLOR. TERMINAL 100,00 33,33 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 100,00
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 0,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 2

Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)

1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 88,89 45,00
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 95,00
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 10,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 88,89 75,00
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 11,11 25,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 100,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 100,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 33,33 100,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 66,67 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 100,00
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 0,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; O: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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Apeéndice 11

Familia 3
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 88,89 14,29
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 80,95
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 23,81
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 88,89 90,48
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 11,11 9,52
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 100,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 100,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 33,33 100,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 66,67 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 95,24
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 4,76

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 4
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%0)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 100,00 100,00
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 100,00
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 0,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 100,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 0,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 100,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 0,00 100,00 100,00
INFLOR. TERMINAL 100,00 0,00 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 100,00
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 0,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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Apeéndice 11

Familia 5
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 65,00 4,76
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 90,48
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 4,76
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 55,00 100,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 45,00 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 100,00
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 0,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 6
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%0)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 55,56 68,75
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 56,25
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 50,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 100,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 0,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 0,00 18,75
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 100,00 81,25
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 0,00 18,75
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 100,00 81,25
INFLOR. INTERCALAR 0,00 0,00 18,75
INFLOR. TERMINAL 100,00 100,00 81,25
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 12,50 18,75
GLANDULAS DE UN TIPO sd 87,50 81,25
GLANDULAS ABUNDANTES sd 0,00 18,75
GLANDULAS ESCASAS sd 100,00 81,25

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; O: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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Apeéndice 11

Familia 7
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 76,47 85,71
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 85,71
FLORACION PRECOZ 0,00 23,53 90,48
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 100,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 0,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 0,00 0,00 5,00
INFLORESCENCIA DENSA 100,00 100,00 95,00
INFLORESCENCIA BLANCA 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 100,00 100,00 100,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 5,88 0,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 94,12 100,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 0,00 0,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 100,00 100,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 0,00 0,00
GLANDULAS ESCASAS sd 100,00 100,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 8
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%0)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 80,00 90,48
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 90,48
FLORACION PRECOZ 0,00 20,00 90,48
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 95,24
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 4,76
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 26,67 4,76
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 73,33 95,24
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 50,00 4,76
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 50,00 95,24
INFLOR. INTERCALAR 100,00 40,00 38,10
INFLOR. TERMINAL 0,00 60,00 61,90
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 42,86 4,76
GLANDULAS DE UN TIPO sd 57,14 95,24
GLANDULAS ABUNDANTES sd 35,71 4,76
GLANDULAS ESCASAS sd 64,29 95,24

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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Apeéndice 11

Familia 9
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 80,00 84,21
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 84,21
FLORACION PRECOZ 0,00 20,00 94,74
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 26,67 0,00
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 73,33 100,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 50,00 0,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 50,00 100,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 40,00 0,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 60,00 100,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 46,15 0,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 53,85 100,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 38,46 0,00
GLANDULAS ESCASAS sd 61,54 100,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 10
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%0)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 100,00 60,00
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 0,00 100,00 85,00
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 5,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 66,67 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 33,33 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 33,33 90,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 66,67 10,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 94,74
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 5,26

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; O: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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Apeéndice 11

Familia 11
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 88,24 85,00
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 95,00
FLORACION PRECOZ 0,00 0,00 40,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE FLORES 100,00 0,00 0,00
PRESENCIA DE FRUTOS 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA LAXA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 0,00 0,00 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 100,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 0,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 58,82 100,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 41,18 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 100,00
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 0,00
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 30,00
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 70,00

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.

Familia 12
Variable Presencia por Ciclo de Cultivo (%0)
1°* 2° 3°
ESTRUCTURA SELECTA 100,00 82,35 60,00
PRESENCIA DE EJE PRINCIPAL 100,00 100,00 20,00
FLORACION PRECOZ 100,00 100,00 100,00
PREVALENCIA DE BOT. FLOR. Y PIMPOLLOS 0,00 0,00 6,67
PREVALENCIA DE FLORES 0,00 100,00 93,33
PRESENCIA DE FRUTOS 100,00 0,00 60,00
INFLORESCENCIA LAXA 0,00 82,35 100,00
INFLORESCENCIA DENSA 100,00 17,65 0,00
INFLORESCENCIA BLANCA 0,00 100,00 100,00
INFLORESCENCIA AMARILLA 100,00 0,00 0,00
INFLOR. INTERCALAR 100,00 52,94 100,00
INFLOR. TERMINAL 0,00 47,06 0,00
GLANDULAS DE DOS TIPOS sd 100,00 46,67
GLANDULAS DE UN TIPO sd 0,00 53,33
GLANDULAS ABUNDANTES sd 100,00 6,67
GLANDULAS ESCASAS sd 0,00 93,33

*representado so6lo por el individuo selecto. 100: presencia del cararacter; 0: ausencia del caracter; sd: sin dato.
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