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Resumen. Togetes minuta L. (Asteraceae) es una hierba aromati-
ca anual que presenta gran interés por las propiedades bioactivas de
su aceite esencial (AE) y su uso industrial. En Argentina se extraen
0,5 tn/afio de AE obtenido de poblaciones silvestres con un valor de
80-120 US$/kg. Resulta de interés introducir en cultivo la especie ini-
ciando un proceso de domesticacidn, seleccién y mejoramiento orien-
tado a generar material de mayor rendimiento y calidad de AE como
alternativa a la recoleccion silvestre. Se planteé como objetivo la ge-
neracién de una poblacién de base genética amplia para obtener gran
variabilidad fenotipica, caracterizar morfolégica y quimicamente los
individuos e identificar y seleccionar aquellos destacados por los carac-
teres de interés. A partir de semillas obtenidas del libre cruzamiento de
plantas de diferentes procedencias, cultivadas en un ensayo preliminar,
se gener6 en parcela experimental una poblacién de base genética am-
plia. En las plantas se midieron caracteres morfol6gicos cuantitativos y
cualitativos con los que se defini6 el criterio de seleccién para confor-
mar la poblacién selecta. Un 26% de las plantas evaluadas cumplieron
con los criterios de seleccién morfoldgicos (altura, estructura de planta
y Ne de ramas) y de éstas un 2,7% fueron de interés por su composicién
de AE (individuos selectos). Se hicieron andlisis descriptivos, de com-
ponentes principales y de correspondencia. Se encontré gran variabi-
lidad en la poblacién de base genética amplia, los caracteres definidos
permitieron comparar y diferenciar las plantas evaluadas por lo que
constituyen buenos descriptores de la especie. Los individuos selectos
se diferenciaron morfolégicam dos grupos y a nivel quimico se
diferenciaron tres grupos por s puesto mayoritario en el AE. La
seleccién de los individuos constituye la etapa inicial y posibilitard con-
tinuar con el proceso de domesticacién y mejoramiento de la especie
orientado a la obtencién de quimiotipos.

Palabras clave: Tagetes minuta; Variabilidad; Cultivo; Mejora-
miento genético; Aceite esencial.

Abstract. Tagetes minuta L. (Asteraceae) is an annual herb that is
of great interest due to the bioactive properties of its essential oil (EO)
and its industrial use. In Argentina, 0.5 tons/year of EO are obtained
from wild populations and commercialized with a value of 80-120
US$/kg. The introduction of the species in culture, and the initiation
of a process of domestication, selection and breeding material aimed
at generating higher yields and quality of EO as an alternative to wild
collection. The goal of this work was to generate a population with a
broad genetic base to obtain high phenotypic variability, and charac-
terize the individuals morphologically and chemically, thus identify-
ing and selecting those with outstanding characteristics. From seeds
obtained by free crossing of plants of different provenances grown in
a preliminary test, a population of broad genetic base was generated
in an experimental plot. Quantitative and qualitative morphological
traits were measured in all plants and the selection criteria were de-
fined to form a selected population. The morphological selection cri-
teria (height, plant structure and N° of branches) were met by 26% of
the evaluated plants, of which 2.7% presented interesting EO compo-
sitions (selected individuals). Descriptive, principal components and
correspondence analysis were made. Great variability in the population
of broad genetic base was found regarding the analyzed characters.
Since our character definitions allowed to compare and differentiate
the evaluated plants, they were considered as good descriptors of the
species. The selected individuals were differentiated morphologically
into two groups and chex%} into three groups, which differed in
their EO main compoundThe selection of these individuals consti-
tutes the initial stage of this ongoing work that will enable us to con-
tinue the process of domestication and breeding of the species oriented
to obtain selected chemotypes.

Keywords: Zugetes minuta; Variability; Crop; Genetic breeding;

Essential oil.
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INTRODUCCION

Tugetes minuta L. (Asteraceae) es una hierba aromati-
ca anual originaria de regiones cdlidas de América Central
y del Sur, presente en el norte y centro de Argentina (Pete-
natti y Ariza Espinar, 1997). Ampliamente dispersada por
actividades antrépicas, su distribucién actual es cosmopolita
(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 plan-
ta- y xenogamia -interviene polen de otra planta- (Visintin
y Bernardello, 2005). Estas posibilidades de cruzamientos al
azar determinan, entre otros factores, que exista gran varia-
bilidad intra e interpoblacional. La especie se caracteriza por
su aceite esencial (AE) que se encuentra en hojas y flores, y
estd compuesto principalmente por los monoterpenos E- y
Z-ocimenona, E- y Z-tagetona, dihidrotagetona, limoneno y
ocimeno (Alonso, 2004).

Si bien 7. minuta es considerada una maleza de los culti-
vos tradicionales, es altamente demandada por las propiedades
bioactivas de su AE (Singh et al., 2002; Ball-Coelho et al.,
2003; Cestari et al., 2004; Furtado et al., 2005; Ruffinengo et
al., 2007; Al-Musayeib et al., 2012) y por su aplicacién en las
industrias de perfumeria y alimentos (Leung y Foster, 1996;
Singh et al., 2003). Argentina, India, Egipto, Sudafrica y Zim-
babwe constituyen los principales paises exportadores de AE
de T minuta (Baser y Buchbauer, 2010). En Argentina se ex-
traen aproximadamente 0,5 tn/afio de AE de T minuta, obte-
nido de poblaciones silvestres, que se comercializa a un valor
de 80-120 US$/kg (Bandoni, 2002). La utilizacién del recurso
natural se realiza sin considerar la presién de extraccién, que
conlleva un costo ambiental y la pérdida de variabilidad gené-
tica en las poblaciones silvestres. Segun el Indice de prioridad
de conservacién de especies vegetales elaborado por Martinez
(2003) para el Valle de Paravachasca (provincia de Cérdoba),
T’ minuta se encuentra en el puesto 8° entre 35 hierbas cita-
das. Dicho indice considera la sensibilidad ecoldgica, la de-
manda comercial y el origen de la especie para el drea por lo
que refleja integralmente su estado e importancia respecto a
la utilizacién. En paises en desarrollo la obtencién del 95%
de las plantas aromiticas y medicinales es por recoleccién de
poblaciones silvestres (Karki, 2002) y en Europa menos del
10% de las especies comercializadas son cultivadas (Vines,
2004). Como resultado, la necesidad de fomentar el cultivo
de estas especies es a nivel mundial. El cultivo de plantas me-
dicinales tiene ventajas respecto a la recoleccién silvestre que
normalmente varia en calidad y composicién del AE debido a
diferencias ambientales y genéticas (Amujoyegbe et al., 2012).
Arora et al. (2010) plantean otras ventajas del cultivo en rela-
cién a la produccién: 1) la optimizacién del rendimiento y alta
calidad del producto; 2) la correcta identificacién del material
vegetal; 3) la reduccién de variabilidad genética y fenotipica;
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4) la reduccién o ausencia de contaminantes; 5) la reduccién
de la variabilidad en extractos y en su inestabilidad, y 6) la
disponibilidad en gran cantidad de material sin generar pro-
blemas ambientales asociados a la extraccién.

En este contexto, resulta de interés introducir en cultivo
la especie iniciando un proceso de domesticacién, seleccion
y mejoramiento orientado a generar material de mayor ren-
dimiento y calidad de AE. Debido a que 7. minuta es una
especie nativa en Argentina, con poblaciones adaptadas a di-
ferentes condiciones ambientales y con amplia variabilidad, es
necesario que dicha variabilidad sea considerada para caracte-
rizar y evaluar la especie.

La hipétesis de este trabajo fue que al comparar en un
mismo ambiente individuos de 7 minuta de distintas pro-
cedencias, se expresan caracteristicas morfolégicas y de AE
diferenciales, que pueden ser heredadas por la descendencia.
Dicha hipétesis se puso a prueba con los siguientes objetivos:
(1) generar una poblacién de base genética amplia para ob-
tener gran variabilidad fenotipica intraespecifica, (2) realizar
su caracterizacién morfoldégica y quimica, y (3) identificar y
seleccionar individuos que se destaquen en los caracteres de
interés.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de Base Genética Amplia. Se recolectaron se-
millas de 5 poblaciones silvestres de la provincia de Cérdoba
lo suficientemente distantes para garantizar el aislamiento
reproductivo (Tabla 1). Un ejemplar de cada poblacién silves-
tre fue depositado en el Herbario de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cérdoba (Tabla
1). Con dichas semillas se generaron plantines en invernadero
que fueron llevados a un ensayo a campo con disefio com-
pletamente aleatorizado donde se evaluaron conjuntamente
las 5 poblaciones silvestres (Massuh, 2007). Las semillas ob-
tenidas del libre cruzamiento de las plantas de dicho ensayo
fueron utilizadas para conformar la poblacién de base genética
amplia. Se consideré que dicha poblacién present6 una base
genética amplia debido a que contuvo la diversidad génica de
T minuta de diferentes zonas de la provincia de Cérdoba. Las
semillas fueron sembradas en invernadero, y los plantines ob-
tenidos se mantuvieron bajo condiciones controladas hasta su
trasplante a campo.

Ensayo a campo. P%nt]ines representativos de la variabi-
lidad natural (672 en total), se llevaron a una parcela experi-
mental ubicada en un campo en la localidad de Alta Gracia
(Ruta C-45 Km 2, Cérdoba, Argentina; 31° 38107 S — 64° 26’
12”7 O). Dicha parcela estuvo constituida por 24 surcos de 28
plantas cada uno, con una distancia de plantacién de 0,70 m
entre surcos y 0,50 m entre plantas sobre el surco. 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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Tabla 1. Ubicacion cartogréfica, altitud, precipitaciones y nimero del ejemplar de herbario de las poblaciones silvestres defl. minuta de

la provincia de Cordoba de las que se recolectaron las semillas.

Table 1. Geographical location, altitude, rainfall, and number of herbarium specimen of wild populations of (I, minuta in Cordoba province from

which the seeds were collected.

Localidad Latitud Longitud Altitud Precipitacién anual Nimero de
Sur Oeste (msnm) (mm) Herbario
Villa Fontana 30053’ 63007 137 700 GR 591
Rio Cuarto 33008’ 64021 452 847 GR 590
Quilino 300 13 640 31 402 548 GR 589
Falda del Carmen 310 35" 640 28' 650 654 GR 587
Alta Gracia 31° 40' 640 26' 553 769 GR 588

Los caracteres cuantitativos y cualitativos evaluados fue-
ron aquellos que mejor explican la variabilidad existente en 7.
minuta (Massuh, 2007). Los caracteres cuantitativos fueron
(1) altura de planta: inicial, a 30 y 60 dias del trasplante, y
final (cm); (2) N° de ramas; y (3) peso (g) fresco y seco de
planta completa (PFPC y PSPC), del eje principal (PFEP y
PSEP) y de planta completa sin eje principal (PFPCs/EP y
PSPC/sEP). A partir de los caracteres medidos se estimaron
variables relacionadas con el crecimiento (altura final-altura
inicial); densidad (laxa o densa) de inflorescencias; relacién eje
principal/planta (WEP/PLANTA) y contenido de agua por
planta (%H,O/PLANTA). Los caracteres cualitativos regis-
trados fueron estructura de planta; presencia de eje principal;
disposicién (intercalar o terminal), y color (blanca o amarilla)
de las inflorescencias; prevalencia de botones florales y pim-
pollos, de flores y de frutos. Los caracteres relacionados con el
ciclo fenolégico fueron relevados en el mismo dia a partir de
que el 100% de las plantas inici6 el proceso de floracién.

Se utilizé el método de seleccién individual (Cubero, 2003)
adaptado para seleccionar individuos que presentaron todas
las caracteristicas deseadas de manera simultinea. En base a
resultados preliminares (Massuh, 2007) se definieron como
criterio de seleccion los caracteres altura de planta (), estruc-
tura de planta y nimero de ramas (N° de ramas). Dichos ca-
racteres fueron medidos en todas las plantas 60 dias después
del transplante; antes de la aparicién de botones florales. Se
consideré el valor medio poblacional para establecer el limite
inferior de cada caracter del criterio de seleccién. El criterio
para definir la poblacién selecta quedé definido de la siguiente
manera:

Planta selecta= h (> Y) + Estructura selecta de planta + N° de
Ramas (> X )

Las plantas de la poblacién de base genética amplia que cum-
plieron con el criterio de seleccién constituyeron la poblacién
selecta. Cada planta seleccionada fue cosechada individualmen-
te (manteniendo su identificacién) en plena floracién que es el

periodo de mayor rendimiento del AE (Mufioz, 2000; Singh et
al., 2003). A cada planta se le cubrieron algunas ramas florales
en estadio de botones florales para garantizar la autofecunda-
ci6n, y obtener semillas para su uso en ensayos posteriores.

Obtencidén y anilisis del aceite esencial. El AE de cada
planta de la poblacién selecta se extrajo por hidrodestilacién
en equipo Clevenger modificado. El rendimiento en AE se
estimé como mL en 100 g de material vegetal seco. La com-
posicién relativa de cada muestra de AE fue determinada por
Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masa en un equi-
po Claruss 600 de Perkin Elmer. Se emple6 una columna ca-
pilar de silica fundida Perkin Elmer DB5 MS (60 m de largo;
0,25 mm de didmetro; 0,25 pm de espesor de fase liquida)
y helio como gas portador (49,60 psi). La inyeccion de las
muestras fue realizada en modo split. La ionizacién se llevo
a cabo por impacto de electrones con energia de ionizacién
de 70 eV. Las condiciones del programa de temperatura del
horno fueron inicialmente 60 °C (durante 5 min), incremen-
tando 5 °C/min hasta llegar a los 240 °C que se mantuvieron
por 10 minutos. La presién en la cabeza de la columna fue de
15 psi y la temperatura del inyector de 250 °C. La linea de
transferencia del comatégrafo gaseoso se mantuvo a 200 °C.
Los cromatogramas fueron adquiridos en modo “Scan” esca-
neando los quadrupolos m/z= 50-300. Los compuestos fueron
identificados por comparacién de los indices de retencién y
sus espectros de masa mediante la biblioteca NIST MS 2.0 y
Adams (2007). Se calcularon las 4reas relativas de los 7 com-
puestos principales del AE y la relacién entre el drea de la
suma de éstos y el drea total, expresadas en porcentaje.

Fueron identificadas aquellas plantas de la poblacién se-
lecta que presentaron alto porcentaje de uno o varios de los
compuestos principales del AE: E- y Z-ocimenona, E- y Z-
tagetona, dihidrotagetona, limoneno y ocimeno. Estas plantas
constituyeron los individuos selectos.

Aniilisis estadistico. Se realizaron anilisis descriptivos a
los fines de caracterizar la poblacién de base genética amplia,

la poblacion selecta y los individuos selectos. Se establecié el
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diferencial de seleccién (DS) para los caracteres utilizados
como criterio de seleccién. La caracterizacién de los indivi-
duos selectos se realizé a nivel cuantitativo (caracteres mor-
folégicos y de rendimiento de AE) y cualitativo (caracteres
morfoldgicos y fenoldgicos). Los resultados fueron analizados
estadisticamente utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et
al., 2013). Se realizaron anilisis multivariados de componen-
tes principales (ACP) para los caracteres cuantitativos (datos
estandarizados) y de correspondencia para los cualitativos.

RESULTADOS

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

Para el carédcter estructura de planta se observaron 5 formas
de las cuales se seleccionaron dos (Fig. 1 a y b) por presentar
mids ramificaciones y follaje, y por diferenciarse de la estructu-
ra caracteristica de los individuos silvestres (Fig. 1 ¢).

La poblacién de base genética amplia mostré amplia varia-
bilidad en cuanto a los caracteres definidos como criterio de
seleccién (Tabla 2).

A partir de la caracterizacién de la poblacién de base gené-
tica amplia se definieron los limites del criterio de seleccién.
Los valores promedio fueron 115 c¢m para altura de planta, y
13 ramas para N° de ramas; las estructuras selectas fueron la

aolab (Fig. 1).
*&\ (2 115 cm) + Estructura selecta de planta
(aob)+ e Ramas (> 13)

E126% de las plantas de la poblacién de base genética am-
plia cumplié con las tres condiciones establecidas como crite-
rio de seleccién (Tabla 3). Estos 117 individuos constituyeron

Fig. 1. Estructura de plantas de T. minuta. (a) Las ramificaciones son de largo similar y nacen a la misma altura, no hay eje principal. (o)
Las ramificaciones nacen a lo largo del eje principal siendo mas largas las de la base de la planta. (c) Las ramificaciones son de una
longitud similar y nacen a lo largo del eje principal; es la estructura caracteristica de la especie.

Fig. 1. Structure of T. minuta plants. (a) The ramifications are of similar length and are bomn at the same height; there is no main shaft. (o) The
branches arise along the main shaft, being longer those born at the base than upper in the plant. (c) The ramifications have a similar length and
are born along the main shaft (this is the characteristic structure of the species).

Tabla 2. Poblacion de base genética amplia: medidas de resumen. Caracteres cuantitativos y cualitativos utilizados como criterio de
seleccion morfoldgica.

Table 2. Summary of the characteristics of the population of broad genetic base. Quantitative and qualitative traits used for morphological
selection criterion.

o Plantas Promedio Error Estindar  Coeficiente de Valor Minimo Valor Miximo
Caracteres Cuantitativos L
totales (cm) (cm) Variacién (%) (cm) (cm)
Altura 60 dias 453 115 1,44 27,60 19 197
Ne Ramas 453 13 0,43 69,23 1 46
Caricter Cualitativo Plantas totales  Estruc."a" (%) Estruc."b" (%) Estruc."c" (%) Otras Estruc. (%)
Estructura 453 27,81 51,65 13,47 7,07
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la poblacién selecta la cual superé el valor promedio de la po-
blacién de base genética amplia tanto para la altura de planta
(DS = 38 cm) como para el nimero de ramas por planta (DS
= 10 ramas). Ademds estos caracteres presentaron menor va-
riabilidad que en la poblacién de base genética amplia donde
los coeficientes de variacién fueron mayores.

Doce plantas de la poblacién selecta, las cuales constituye-
ron los individuos selectos, se destacaron por la composicién
quimica de su AE. En éstos, los 7 compuestos principales del
AE conformaron en promedio el 85,6 % de la composicién
total del AE (Tabla 4). En los individuos selectos se obser-
v6 gran variabilidad en todos los caracteres evaluados, tanto
cuantitativos (Tabla 5) como cualitativos (Fig. 2), excepto para
estructura de planta que sélo fue representada por la forma 4
(Fig. 1).

El ACP con los caracteres morfoldgicos cuantitativos
mostré que el 70,9% de la variabilidad observada entre los
individuos selectos fue explicada por las dos primeras compo-
nentes (CP1y CP2) (Fig. 3). A nivel de la CP1, componente

que explica el 42,7% de la variabilidad total, las variables con
mis inercia fueron N° de ramas y %WEP/PLANTA; a nivel de
la CP2 (componente que explicé el 28,2% de la variabilidad
observada), las variables que permitieron establecer diferen-
cias entre los individuos fueron PSPC/sEP y el rendimiento
de AE en 100 g de material vegetal (Fig. 3). Se observé una
correlacién positiva para el caracter altura final con los carac-
teres N° de ramas, crecimiento, %H,O/PLANTA y PSPC/
sEP, los cuales fueron indicadores de mayor tamafio de plan-
ta y mayor fitomasa, caracteristicas por las que se destacaron
los individuos 1, 2, 3, 8,9, 10 y 11 que también presentaron
mayor produccién de AE en 100 g. Por el contrario, los indi-
viduos selectos 5 y 12 fueron los de menor tamafio y nimero
de ramas; a su vez presentaron una mayor proporcién de eje
principal respecto al peso total de la planta. Los individuos 4,
6y 7 se diferenciaron de los demds por tener mayor peso seco
y menor rendimiento de AE en 100 g de material vegetal.

A nivel cualitativo el individuo selecto 12 se caracterizé por
su ciclo de floracion acelerado ya que predominé la presencia

Tabla 3. Medidas de resumen de la poblacion selecta. Caracteres cuantitativos y cualitativos utilizados como criterio de seleccion

morfologica.

Table 3. Summary of measures of the selected population. Quantitative and qualitative traits used for morphological selection criterion.

.. Plantas Promedio Error Estdndar  Coeficiente de Valor Minimo Valor Miximo
Caracteres Cuantitativos ..
totales (cm) (cm) Variacién (%) (cm) (cm)
Altura 60 dias 117 153 1,43 10,12 122,00 192,00
Ne Ramas 117 23 0,58 28,45 13,00 46,00
Caracter Cualitativo Plantas totales  Estruc. "a" (%) Estruc."b" (%) Estruc."c" (%) Otras Estruc. (%)
Estructura 117 9,40 90,60 0,00 0,00

m Inflorescencia Densa

(Plantas 2,3,4,7,12)

m Inflorescencia Laxa
(Plantas 1,5,6,8,9,10,11)

¥ Prevalencia de BF y P
(Plantas 4,6,7)

B Prevalencia de F
(Plantas 1,2,3,5,8,9,10,11)

Prevalencia de Frutos
(Planta 12)

B Inflorescencia Intercalar

(Plantas 2,3,5,7,8,9,10,11,12)

® Inflorescencia Terminal

(Plantas 1,4,6)

m Inflorescencia Amarilla
(Plantas 2,3,4,7,12)

¥ Inflorescencia Blanca
(Plantas 1,5,6,8,9,10,11)

Fig. 2. Caracteres cualitativos de los individuos selectos de T. minuta. BF y P: Botones Florales y Pimpollos; F: Flores.
Fig. 2. Qualitative traits of selected individuals of T. minuta. BF y P: Boot stage and early-stage, closed petals. F: Flowers.
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Tabla 4. Area relativa (%) de los compuestos principales v proporcién de éstos respecto al total de compuestos del AE de los individuos

selectos de T, minuta.
Table 4. Relative area (%)

e main compounds and their proportion in relation to the total compounds in the EO of the selected individuals

of T. minuta.
INDIVIDUO limoneno ocimeno dihidrotagetona E- Z- ' Z- ' E- Compuestos principales/
SELECTO tagetona tagetona ocimenona ocimenona compuestos totales
1 3,29 12,94 0,39 2,08 1,82 28,25 51,23 86,75
2 1,45 7,00 0,01 1,26 1,65 24,64 63,99 88,96
3 1,43 7,02 0,05 1,20 1,50 23,80 65,00 89,24
4 3,15 3,91 72,45 8,45 0,12 3,68 8,26 86,21
5 0,61 0,05 0,16 2,87 1,35 24,91 70,05 82,99
6 2,70 39,10 41,73 8,76 0,46 7,12 0,13 89,26
7 1,67 6,18 74,10 1,30 0,44 10,58 5,74 75,34
8 1,15 0,06 0,01 4,74 1,38 41,36 51,29 81,91
9 1,10 0,08 0,03 4,45 1,24 41,10 52,00 82,15
10 1,63 9,90 0,01 2,23 9,36 33,25 43,62 87,44
11 2,02 16,69 0,02 1,30 6,36 35,37 38,25 88,98
12 5,21 12,33 0,01 0,40 4,91 30,03 47,11 88,26

Tabla 5. Caracteres cuantitativos de los individuos selectos de T minuta.

Table 5. Quantitative traits of the selected individuals of T. minuta.
PLANTAL/—:_J A60 AF CRE PSPCs/  PSEP PSPC % %H20/ Nede AE
SELECTA (cm) cm) (cm) EP (g) (g (2) EP/PL PL RAMAS (mL/100g)
1 144,00 161,00 111,00 74,50 19,00 93,50 20,16 61,91 28,00 0,44
2 139,00 148,00 130,00 111,50 58,00 169,50 34,21 59,59 28,00 0,50
3 139,00 146,00 132,00 109,00 55,00 164,00 33,54 60,10 29,00 0,45
4 138,00 150,00 104,00 128,00 64,00 192,00 33,33 36,00 14,00 0,12
5 115,00 122,00 79,00 64,50 25,00 89,50 27,84 53,87 14,00 0,39
6 158,00 181,00 133,00 112,00 56,00 168,00 33,33 46,41 21,00 0,14
7 154,00 176,00 115,00 254,50 83,00 337,50 24,55 56,40 22,00 0,20
8 133,00 145,00 129,00 97,00 33,00 130,00 25,34 60,55 25,00 0,50
9 133,00 144,00 127,00 105,00 40,00 145,00 27,59 54,97 23,00 0,45
10 149,00 161,00 120,00 78,00 0,00 78,00 0,00 73,91 28,00 0,40
11 166,00 191,00 146,00 114,50 27,00 141,50 19,06 64,98 28,00 0,40
12 124,00 124,00 78,00 77,00 27,00 104,00 25,79 34,59 17,00 0,40

A60: Altura a 60 dias; AF: altura final; CRE: crecimiento; PSPCs/EP: peso seco planta completa sin eje principal; PSEP: peso seco eje
principal; PSPC: peso seco planta completa; %EP/PC: proporcién peso seco eje principal/peso seco planta completa; %H2O/PC: propor-

cién de agua en el peso fresco de planta completa; AE: aceite esencial, PL: planta; CV: Coeficiente de variacién.

de frutos; en oposicién, los individuos 4, 6 y 7 presentaron flo-
racién retrasada (predominaron botones florales y pimpollos)
(Fig. 4). Los individuos selectos 1, 5, 8,9, 10, 11 y 12 se dife-
renciaron de las demds por sus inflorescencias blancas, laxas y
de disposicién intercalar; ademds se observé asociacion para
color y densidad de inflorescencias (Fig. 4).

En funcién de la composicién del AE, las dos primeras
componentes del ACP (CP1 y CP2) explicaron un 71,7% de
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la variabilidad total observada entre los individuos selectos (Fig.
5). A nivel de la CP1, componente que explicé el 50,1% de la
variabilidad total, las variables con m4s inercia fueron los com-
puestos dihidrotagetona y E-ocimenona. A nivel de la CP2
(componente que explicé el 21,6% de la variabilidad observada)
los compuestos con mayor peso fueron el limoneno y la E-ta-
getona (Fig. 5). Los individuos selectos 4, 6 y 7 se diferenciaron
del resto por presentar mayor proporcién de dihidrotagetona
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Fig. 3. Principal component analysis of the main quantitative traits of the selected individuals. The first two axes explained 70.9% of the vari-
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y E-tagetona, y menor proporcién de E y Z-ocimenona. A su
vez los individuos selectos 10, 11 y 12 se diferenciaron de las
demads por presentar mayor proporcién de Z-tagetona. El grupo
de individuos selectos 2, 3,5, 8 y 9 se destac por presentar alto
porcentaje de E-ocimenona. En cuanto al rendimiento de AE
en 100 g de material vegetal seco el promedio fue de 0,37 mL
con valores minimos y méximos de 0,12 y 0,50 mL, respectiva-
mente (Tabla 5); los individuos selectos 2, 3,8 y 9 se destacaron
por su mayor produccién de AE.

Relacionando a los individuos selectos en funcién de los
caracteres morfoldgicos (cuanti y cualitativos) y la composi-
cién del AE (Fig. 3,4y 5) se diferenciaron dos grupos; por un
lado los individuos 4, 6 y 7 y por otro lado los individuos 1, 5,
8,9,10,11y 12.

DISCUSION

Las diferencias morfol6gicas y quimicas observadas entre
los individuos de la poblacién de base genética amplia refle-
jaron la gran variabilidad de 7. minuta, aun cuando las pobla-
ciones silvestres que le dieron origen provinieron de un drea

reducida respecto a su rango de distribucién tanto regional
como mundial (Martinez-Ghersa et al., 2000). La existencia
de gran variabilidad en la poblacién de base genética amplia
constituy6 un importante comienzo en el proceso de domes-
ticacién y mejoramiento considerando que la eficacia de la
seleccién estd condicionada por la variabilidad en el material
inicial (Bernath, 2002). Esta tltima se vio reflejada en los altos
valores de los coeficientes de variacién.

Tagetes minuta mostré una buena respuesta adaptativa al
manejo en cultivo desde las bandejas de germinacién hasta
la implantacién en la parcela a campo. A partir de la carac-
terizacién y evaluacién de plantas cultivadas se selecciona-
ron los individuos con mejores caracteristicas agronémicas y
quimicas. Los caracteres altura, estructura de planta y N° de
ramas definidos como criterio de seleccion constituyeron bue-
nos descriptores para diferenciar las plantas; éstos presentan
ademds la ventaja de que pueden ser medidos en una etapa
temprana del desarrollo permitiendo identificar desde el ini-
cio del cultivo a aquellos individuos que poseen los caracteres
deseados. Otra caracteristica de importancia de estos descrip-
tores es que son indicadores de rendimiento por lo que antes
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Fig. 5. Andlisis de componentes principales de compuestos del AE de los individuos selectos. Los dos primeros ejes explican el 71,7%
de la variabilidad. Circulos grises: individuos selectos. Vectores con circulo negro: compuestos principales del AE.

Fig. 5. Principal component analysis of EO compounds of selected individuals. The first two axes explained 71.7% of the variability. Gray circles:
selected individuals. Vectors with black circles: main compounds of the EQO.
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de la cosecha es posible estimar la produccién del cultivo. Por
otro lado, los caracteres cualitativos color, densidad y distribu-
cién de inflorescencias también diferenciaron las plantas. Re-
sultados similares fueron observados en un estudio preliminar
(Massuh, 2007), lo cual es coincidente con lo descripto por
Cubero (2003) respecto a la mayor estabilidad de los carac-
teres cualitativos. Estos ultimos son menos influenciados por
el ambiente y, por lo tanto, constituyen buenos descriptores.

En esta primera etapa de seleccién la poblacién mejorada
superé notablemente a la poblacién de base genética amplia,
particularmente para los caracteres altura, N° de ramas y es-
tructura selecta; los valores promedio se incrementaron en un
23; 77 y 26%, respectivamente. Los menores valores de los
coeficientes de variacién indicaron una disminucién en la va-
riabilidad en la poblacién selecta respecto a la de base genéti-
ca amplia. Estos resultados evidencian lo que afirma Cubero
(2003) en relacién al aumento en la frecuencia de expresiéon
de los caracteres deseados como resultado de un proceso de
seleccién.

Comparativamente, los valores de altura de planta registra-
dos en la poblacién 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 cual esté co-
rrelacionado con un mayor follaje y mayor produccién de AE.

La mayor ramificacién en los individuos selectos de 77 mi-
nuta fue obtenida mediante el proceso de seleccién, el cual se
basa en la variabilidad genética, y busca que el caracter esté
presente en la siguiente generacién como parte del proceso de
mejoramiento genético. Singh et al. (2003) iniciaron un pro-
ceso de cultivo de 7" minuta basado unicamente en pricticas
de manejo y promovieron la ramificacién de plantas mediante
la eliminacién de meristemas apicales. Este tipo de prictica
tiene como desventaja que requiere ser realizada en cada ciclo
del cultivo y, a su vez, implica mayor disponibilidad de mano
de obra, maquinaria y tiempo, lo cual se traduce en mayores
costos.

Los 7 componentes principales identificados en el AE es-
tuvieron presentes en todos los individuos selectos, aunque en
diferentes proporciones, coincidentemente con lo descripto
por Gil et al. (2000) y Chamorro et al. (2008). Los compues-
tos de mayor peso en el AE, y que permitieron diferenciar a
los individuos selectos, fueron dihidrotagetona y ocimenona.
Esta diferenciacién 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 es-
tadio fenoldgico (floracién) y cada muestra destilada tuvo la
misma composicién (hojas y flores). Sin embargo, otros au-
tores (Gil et al., 2000; Singh et al., 2003 y Chamorro et al.,
2008) identificaron a estas tltimas como las causas de las dife-
rencias en el AE. Para el caso de AE rico en dihidrotagetona,
Gil et al. (2000) y Chamorro et al. (2008) coinciden en que

este compuesto se encuentra principalmente en las hojas de
plantas no florecidas. Singh et al. (2003), sin embargo, sostie-
nen que el mismo se obtiene si la planta se cultiva en otofio.
Haber establecido que la variacién en la composicién del AE
de los individuos selectos fue el resultado de la genética de las
plantas posibilita continuar un proceso de seleccién quimica
que, independientemente del manejo agrondémico, permiti-
rd obtener plantas con AE de composicién estable. El ren-
dimiento promedio de AE de todos los individuos selectos
(0,37 mL/100 g) fue inferior al obtenido por Gil et al. (1999)
(0,88 mL/100 g) pero equivalente al obtenido por Singh et al.
(2003) (0,3 mL/100 g).

Tanto Amujoyegbe et al. (2012) como Arora et al. (2010)
destacan las ventajas del cultivo de plantas medicinales res-
pecto a la recoleccién silvestre, mds ain en especies como 7.
minuta. Esto se debe a que esta especie presenta gran de-
manda por su AE (Bandoni, 2002), y sus poblaciones sil-
vestres estin expuestas a una fuerte presién de extraccién
(Martinez, 2003).

Los resultados de este trabajo constituyen una base impor-
tante para la introduccién de la especie al cultivo orientada a
la produccién de AE que responda a los requerimientos in-
dustriales de calidad y estabilidad en cuanto a su composicién
quimica. La seleccién de los individuos constituye la etapa ini-
cial, y posibilitard continuar con el proceso de domesticacién y
mejoramiento orientado a la obtencién de quimiotipos.
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