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Resumen

La reproduccion asexual artificial por cultivo de tejidos (micropropagacion), posibilita
la conservacion de especies de plantas y facilita la propagacion de aquellas
seleccionadas y mejoradas para cultivo, generando clones idénticos al progenitor. Es asi
que la posibilidad de obtener individuos genéticamente homogéneos, nos genera
preguntas ¢cudl sera la variabilidad de las caracteristicas vegetativas y reproductivas en
el conjunto de los individuos o clones? La interaccion entre esos individuos ¢ modificara
la expresion de dicha variabilidad? Y la formulacion de una hipétesis: en plantas de
Achyrocline satureioides, producidas por micropropagacion, se expresara variabilidad
en caracteristicas vegetativas y reproductivas, ya que la interaccion entre clones influira
sobre la expresion de esa variabilidad. Nuestros objetivos fueron analizar en clones de
A. satureioides, “marcela”, producidos por micropropagacion, caracteristicas bioldgicas
(vegetativas y reproductivas) y evaluarlas en tres situaciones de interaccion
intraespecifica. La especie en estudio es una planta nativa cuyas inflorescencias tienen
valor aromatico y medicinal. Disefiamos un experimento factorial, donde el factor fue
densidad con tres niveles: baja, media y alta, simulando tres situaciones de interaccién
intra especifica. En el Camus de la UNRC se trasplantaron 24 clones de A. satureioides
distribuidos en 4 hileras. Se evaluaron caracteristicas del ciclo vegetativo, reproductivo
y post reproductivo del conjunto de los clones y en relacion con la densidad. Se
realizaron analisis univariados y multivariado. La prueba de t de Student mostrd
diferencias significativas (p< 0,0001) para todas las variables (altura, didmetro de la
mata entre y dentro de hilera y biomasa de tallo y hojas y biomasa de inflorescencias)
indicando la expresion de variabilidad entre los clones tanto en la etapa vegetativa como
reproductiva. Al relacionar la informacién bioldgica de los clones y las variables
densidad y orientacion de las hileras, los tres primeros ejes del analisis de
correspondencia candnica explicaron 18,5 % de la variabilidad total. El didmetro de la
mata entre hileras y la biomasa de inflorescencia de los clones en alta densidad fue
significativamente (p< 0,05) menor que la de los clones en densidad media y baja. Estos
resultados permiten aceptar la hipotesis planteada, y concluir que en clones de
Achyrocline satureioides, se expresa variabilidad tanto en caracteristicas vegetativas
como reproductivas, y que la interaccion entre ellos en distintas densidades explica

parte de esa variacion.
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Introduccion

Los organismos pueden reproducirse por via sexual o asexual por medios naturales o
artificiales (Manbir Kaur, 2016). La reproduccion sexual o apareamiento aleatorio entre
los individuos es equivalente a la union aleatoria de sus gametos, con lo cual las
frecuencias genotipicas en los cigotos son el producto de la frecuencia de los tipos
gaméticos en cada sexo que se unen al azar para producirlos, conocido corolario de la
ley de equilibrio de Hardy-Weinberg (Falconer, 1990). Ello posibilita la existencia de
variacion genética en la poblacion, originada no solamente a partir de la recombinacion
genética sino también por mutaciones aleatorias (Futuyma, 1986). Este tipo de
reproduccion otorga beneficios en el corto plazo debido a la variabilidad de respuesta
ante cambios ambientales temporales o espaciales, y en el largo plazo por disipar la
acumulacion de mutaciones desventajosas asi como de genes deletéreos (Crawley,
1997).

La reproduccion vegetativa, un tipo de reproduccion asexual, representa la produccion
de descendientes desde tallos, hojas o callos de un dnico progenitor (Smith y Smith,
2007; Manbir Kaur, 2016). Ello posibilita la creacion de organismos homogéneos,
clones de los progenitores (Manbir Kaur, 2016). El costo metabdlico es menor que en la
reproduccion sexual, y en el corto plazo otorga un mejor ajuste en ambientes con una
menor tasa de cambio como son los agricolas (Manbir Kaur, 2016). La homogeneidad
de los descendientes hace que se adapten facilmente al ambiente local y como todos
poseen las mismas capacidades para reproducirse puede incrementarse el tamafo
poblacional facilmente (Smith y Smith, 2007). En tanto que, a largo plazo los clones
pueden perder vigor (Crawley, 1997; Manbir Kaur, 2016) ya que la baja variabilidad
hard que los individuos respondan uniformemente a cualquier cambio de las
condiciones ambientales (Smith y Smith, 2007).

Si bien el genotipo es el principal determinante de como las especies aprovechan sus
recursos y por lo tanto determina el crecimiento, establecimiento y reproduccién, el
ambiente también actia como gran modulador (de la Fuente et al., 2006). En las
especies vegetales, el crecimiento suele representarse mediante una curva sigmoidea
donde en principio crecen lentamente, luego aumenta la tasa de acumulacion diaria y
posteriormente la tasa decrece hasta hacerse cero, donde alcanza la méaxima

acumulacién de biomasa (Begon, 2000; de la Fuente et al., 2006). El crecimiento diario
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depende de la disponibilidad de recursos que la planta tenga y como éstos son
aprovechados (de la Fuente et al., 2006), es decir, del metabolismo primario de cada
especie particular. Un metabolismo secundario significativo en las especies vegetales
puede fundamentarse mediante la hipotesis que relaciona la disponibilidad de recursos
con la produccion de metabolitos secundarios segun el balance de carbono-nutrientes
(de la Fuente et al., 2006). En plantas aromaticas y especies como Achyrocline
satureioides, ocasionalmente el momento de maxima produccion de biomasa (maximo
crecimiento) no coincide con el mayor contenido de aceite esencial, caracteristica que
les atribuye valor comercial, lo cual podria asociarse al metabolismo secundario. Dicha
hipétesis predice un incremento en la asignacion hacia la produccion de metabolitos
secundarios de base carbonada cuando el cultivo esta sujeto a deficiencias de nutrientes
como por ejemplo nitrégeno (de la Fuente et al., 2006). Esto sugiere que cuando los
recursos son limitantes, el carbono se asigna preferencialmente al crecimiento y las
plantas acumulan otros recursos, utilizando el carbono para incrementar la sintesis de
metabolitos secundarios. Se define un rango de disponibilidad de recursos (baja,
moderada y alta) donde las tasas de crecimiento y el metabolismo secundario estan
correlacionadas positivamente dentro del rango de baja a moderada disponibilidad,
mientras que en el rango de moderada a alta disponibilidad de recursos la correlacion es
inversa (de la Fuente et al., 2006).

Cuando los organismos crecen se producen efectos y respuestas que generan
interacciones positivas, negativas o neutras entre ellos (Begon, 2000; Radosevich et al.,
2007). La valoracion de positivas o negativas se refiere al beneficio que obtienen o no
de la misma (Begon, 2000). Para el caso de individuos genéticamente homogéneos, es
importante destacar que tanto los efectos como las respuestas de la interaccién
intraespecifica dependen de la densidad (Radosevich et al., 2007; Smith y Smith, 2007).
Lo cual demanda entender los efectos de la densidad demogréafica sobre caracteristicas
vegetativas y reproductivas, crecimiento y supervivencia de los organismos, todos
eventos que se determinaran por la variabilidad fenotipica del material seleccionado
para la clonacion.

La distribucion espacial de una poblacion, puede verse afectada por las interacciones
que se dan entre los individuos co-especificos donde en un rango geografico
determinado ocuparan aquellas zonas que satisfagan sus necesidades. La posicion
relativa de los individuos tiene un efecto importante sobre la densidad, por ello pueden

identificarse distribuciones espaciales del tipo al azar, uniforme o agrupada (Smith y
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Smith, 2007). Los individuos distribuidos uniformemente estan espaciados
equitativamente resultado de alguna interaccion de tipo negativa entre ellos, como
puede ser la competencia. Como en la naturaleza el ambiente no es constante y los
recursos son limitados, a medida que aumente la densidad de una poblacion, la demanda
de recursos se incrementa (Smith y Smith, 2007). El concepto de capacidad de carga
sugiere una retroalimentacion negativa entre el aumento de la poblacién y los recursos
disponibles, con lo cual la regulacién de la poblacion es consecuente con la dependencia
de la densidad que tenga la poblacion (Begon, 2000). Mientras aumenta la densidad la
disponibilidad de recursos per capita disminuye y puede llegar al punto de controlar el
crecimiento: poblacion denso-dependiente (Smith y Smith, 2007). Interacciones como la
competencia intraespecifica, que dependen de la densidad, al aumentar gradualmente
afectan el crecimiento y desarrollo, supervivencia y reproduccion de los organismos.
Muchas especies vegetales muestran relacion inversa entre la tasa de crecimiento y la
densidad. Por ejemplo, en ocasiones el peso medio de plantas individuales disminuye
con el aumento de la densidad de individuos. En casos de baja densidad todos son
capaces de obtener los recursos necesarios para satisfacer demandas. A medida que se
incrementa la densidad, la demanda excede el suministro de recursos per capita que se
produce a raiz de la competencia intraespecifica (Smith y Smith, 2007); la tasa de
crecimiento se reduce. Frecuentemente se busca evaluar los efectos de la densidad
poblacional en la biomasa vegetal. Se ha comprobado que, por ejemplo la produccion de
estructuras reproductivas o de diseminacion se ve afectado por altas densidades
poblacionales (Awan y Singh Chauhan, 2016). Otros estudios demuestran lo contrario,
donde el nimero de plantas por unidad de &rea no limita el nimero de flores
desarrolladas en plantas de maiz, donde se observa una variabilidad fenotipica natural
de la especie que se intensifica cuando se magnifica el hacinamiento (Pagano et.al,
2007). Evaluar los efectos de la densidad es homdlogo a evaluar la tolerancia al
hacinamiento, para ello algunos autores toman como indicador del efecto de la
interaccidn: una biomasa superior al 33% indica que el individuo es un competidor
fuerte y la biomasa inferior al 33% puede clasificar al individuo como un competidor
débil (Pagano et al., 2007). Por lo tanto, los efectos de la densidad poblacional sobre el
crecimiento, establecimiento y reproduccion son caracteristicos de la plasticidad
genotipica (variabilidad) de cada especie.

La reproduccion asexual artificial, por cultivo de tejidos (micropropagacion) o

enraizamiento de brotes (macropropagacién), posibilita la conservacion de especies de
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plantas con problemas en alguna de las etapas de la reproduccion sexual, en la
viabilidad o en el potencial germinativo de sus semillas (Rutishauser, 1969; Manbir
Kaur, 2016). También facilita la propagacion de aquellas plantas seleccionadas y
mejoradas para el cultivo, por su propiedades alimenticias, medicinales, etc. (Davies,
2004; Manbir Kaur, 2016).

Es asi que la posibilidad de obtener individuos genéticamente homogéneos, por
micropropagacion, genera nuevos desafios y preguntas. Sabiendo que en el sentido més
amplio la evolucion es una alteracion de las frecuencias génicas de una poblacion; en el
pool genético reflejado en el fenotipo, ¢cual sera la variabilidad de las caracteristicas
vegetativas y reproductivas en el conjunto de los individuos o clones? La interaccion
entre esos individuos ¢modificara la expresion de dicha variabilidad?

En este caso en particular se trabaja con Achyrocline satureioides (Lam.) D.C.,
popularmente denominada “marcela”, especie nativa de América del Sur (Giangualani,
1976; Davies 2004; Barboza et al., 2006; Suarez et al., 2011). Por sus propiedades
aromaticas y medicinales se la recolecta de poblaciones silvestres de la sierra de
Comechingones (Cordoba y San Luis) (Nufiez y Cantero, 2000; Martinez, 2011).
Debido a la demanda de materia prima homogénea, por parte de la industria, es una de
las especies nativas incluidas en el proyecto nacional de INTA para su domesticacion y
mejoramiento (Manbir Kaur, 2016; Petenatti et al., 2004; Elechosa, 2009; Suérez et al.,
2011).

Hipotesis

En plantas de Achyrocline satureioides, producidas por micropropagacion, se expresara
variabilidad en caracteristicas vegetativas y reproductivas, ya que la interaccion entre
clones influira sobre la expresion de esa variabilidad.

Obijetivo general

Analizar en clones de Achyrocline satureioides, producidas por micropropagacion,

caracteristicas biologicas (vegetativas y reproductivas) en distintas situaciones de

interaccion intraespecifica.
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Obijetivos especificos

a. Analizar en clones de A. satureioides, producidos por micropropagacion,
caracteristicas bioldgicas (vegetativas y reproductivas).
b. Evaluar caracteristicas bioldgicas (vegetativas y reproductivas) en tres

situaciones de interaccion intraespecifica.

Materiales y Métodos

Disefio experimental

Un experimento con clones de Achyrocline satureioides se instal6 el 22 de Octubre de
2015 en el Campus de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (33° 6’ 35,2" S, 64° 18’
6,8"” O, 420 msnm), siendo cada clon equivalente a una planta.

Dichos clones provenian de la misma planta madre cuyo origen fue una poblacion
silvestres de Cruz de Piedra (33° 19" 00"" S, 66° 37" 00" O, San Luis, Argentina)
Sierras de San Luis, incluida en la provincia biogeografica Comechingones, (Crisci et
al., 2001; Arana et al., 2013; Martinez et al., 2016; Arana et al., 2017). Los clones se
multiplicaron por micropropagacion (Rosso et al., 2015) y se rusticaron en la Estacion
Experimental de Castelar de INTA (Buenos Aires, Argentina).

El experimento presenta un disefio factorial, donde el factor fue densidad con tres
niveles: baja, media y alta. En la parcela experimental se trasplantaron veinticuatro (24)
clones (unidades experimentales; n= 24). Las “marcelas” se distribuyeron en 4 hileras
en sentido norte-sur, distancia entre hileras 70 cm y entre clones dentro de la hilera 60
cm (3,50 m x 4,20 m) (Fig. 1).

La organizacion espacial otorgada a los clones generd tres (3) niveles de densidad
diferentes para su establecimiento, crecimiento y reproduccion, lo cual simuld 3
condiciones de interaccion intraespecifica. Las densidades se organizaron como baja:
“marcela” rodeada por 3 “marcelas” (n=4), media: “marcela” rodeada por 5 “marcelas”

(n=12), y alta: “marcela” rodeada por 8 “marcelas” (n= 8) (Fig. 1).
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70cm 70 cm

Figura 1. Distribucion espacial de los clones de A. satureioides en la parcela experimental (70
cm entre hileras y 60 cm dentro de la hilera). Circulo verde: densidad baja, celeste: densidad
media y rojo: densidad alta.

La competencia interespecifica se evitd controlando el establecimiento de otras especies
de plantas cubriendo el suelo con tela media sombra (Fig. 2) y retirandolas

manualmente durante todo el experimento.

Figura 2. Vista general en el momento del trasplante de los clones en el campus de la UNRC.
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Especie en estudio

Achyrocline es un género afroamericano representado en América por alrededor de 15
especies, cuya area de distribucion ocupa desde los 30° de latitud Norte hasta los 41° de
latitud Sur. En Argentina se encuentran siete especies del género Achyrocline excepto
en la Patagonia (Giangualani, 1976; Crisci et al., 2001).

En el caso particular de Achyrocline satureioides (Lam) D.C., habita zonas himedas y
terrenos arenosos, en las sierras de Cordoba, San Luis y las dunas costeras de la
provincia de Buenos Aires (Giangualani, 1976; Lorenzo et al., 2000; Crisci et al., 2001;
Brun et al., 2012). Es una planta perenne, con ramas de hasta 50 cm de largo. Tallos
hojosos, muy ramificados desde la base. Hojas lineares, lanceoladas, cara abaxial con
pubescencia lanosa muy densa. Capitulos con 4-8 flores, 1-3 hermafroditas y 3-6
femeninas. Involucro de 4-6 mm de altura, amarillo hasta amarillo rojizo, con bracteas
de pubescencia lanosa densa con algunos pelos glandulares (Gattuso et al., 2008; Vezza,
2015).

Existen numerosos antecedentes sobre la composicion quimica de su fraccién volatil y
no volatil y su bioactividad (Desmarchelier et al., 1998; Labuckas et al., 1999; Ferraro
et al., 2008; Ouvifa et al., 2007; Retta et al., 2007, 2010; Cariniet al., 2014). Alli su
amplio uso en medicina tradicional, la industria cosmética y la elaboracion de bebidas
sin alcohol en América del Sur (Farmacopea Brasileira, 2001; Davies, 2004; Retta et al.,
2012; Carini et al., 2014). El valor aromatico y medicinal de la especie esta relacionado
con la composicién quimica tanto de la fraccion volatil como de la no volatil, en

particular fendlica presente en las inflorescencias (Retta et al., 2012).

Caracterizacion del sitio experimental

La region de Rio Cuarto geomorfoldgicamente se categoriza como planicie peri serrana
distal (Gorgas yTassile, 2006) siendo su relieve semi ondulado constituido de
sedimentos eolicos franco arenosos finos. La red de drenaje es semipermanente y todas
las corrientes superficiales siguen la pendiente hacia el Sudeste. El tipo de suelo
corresponde a un “haplustoléntico”, con drenaje natural bueno, erosion hidrica y edlica
leve (Gorgas yTassile, 2006). Las condiciones climaticas son de tipo sub humedo con
estacion seca marcada, precipitaciones de 700 a 800 mm anuales (Gorgas yTassile,
2006).
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En la parcela ubicada al este del Campus de la UNRC (Fig. 3) se tomaron 4 muestras de
suelo al azar, cada muestra estuvo integrada por 10 sub-muestras de los primeros 15 cm
suelo. Las mismas se analizaron en el Laboratorio de Suelo EEA San Luis INTA. El
carbono organico se realiz6 por via hiumeda por el método de Walkley y Black,
modificado por Richter, estimando oxidacion en 77%. El fdsforo disponible o
asimilable se extrajo por el método de Kurtz y Bray. El nitrdgeno total se realizd por el
método micro Kjeldahl. . La conductividad eléctrica se midio en el extracto de la pasta
de suelo. Las muestras de suelo de la parcela experimental se caracterizaron
quimicamente por 1,4 % de carbono, 2,4 % de materia organica, 1,5 mg/gr de nitrogeno
y 42 mg/kg de fésforo. Ademas por 0,5 mS/cm conductividad media y 6,5 ph promedio.
La textura del suelo de la parcela se determiné como arcillo limoso o franco limoso por
el contenido de limo (47,5 %), arcilla (7,5%) y arena (45%).

Figura 3. Localizacion de la parcela experimental en el campus de la UNRC.

Caracterizacion de variables vegetativas y reproductivas.

Durante el ciclo vegetativo (Fig. 4.a) (dia del trasplante= tiempo cero) se registro
regularmente, cada 3- 4 semanas: altura maxima (cm), didmetro de la mata (cm) entre y
dentro de la hilera, cobertura total (%), y radiacion interceptada (umol m™2 s?) entre y
dentro de la hilera (Braun-Blanquet, 1979; Begon et al., 2000).

Al comienzo y durante el ciclo reproductivo (Fig. 4.b) (135 dias del trasplante) también
se midio cobertura de inflorescencias (%). Finalizado el periodo reproductivo, ciclo post
reproductivo (170 dias del trasplante), se procedié con una poda a 20 cm del suelo para
cosechar las inflorescencias con la biomasa asociada (tallo y hojas) y favorecer el
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rebrote, considerando que “marcela” es una planta perenne. En gabinete se registro

biomasa seca (gr): total, de tallos y hojas y de inflorescencias.

Figura 4. Clones de “marcela” en estado vegetativo (a) y reproductivo (b).

Con el uso de radiémetro (BAR.RAD DUAL USB) se midié la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR: Photosynthecally active radiation) interceptada por el
follaje de los clones, por encima y por debajo del canopeo. Ello permitié estimar la
produccion de biomasa, en funcién de la PAR interceptada, y la eficacia de los clones
para convertir la energia luminica en biomasa (de la Casa et al., 2015). En el momento
de la medicidn, el tallo principal de cada “marcela” se ubico en el punto medio de la
barra del radiometro (30 cm) por encima y por debajo del canopeo. Para medir la PAR
entre las hileras la barra se ubicé perpendicular a la hilera, mientras que para medir la
PAR dentro de cada hilera la barra se ubicé paralela a la misma. Todas las mediciones
se realizaron en condiciones de cielo despejado y durante las horas proximas al medio

dia solar, reduciendo lo mas posible el &ngulo cenital (de la Casa et al., 2015).

Analisis de los datos

Para analizar las caracteristicas bioldgicas del conjunto de los clones y las variables
edaficas de la parcela, se realizaron estadisticos descriptivos: promedio y desvio
estandar (Montgomery, 1991). Ademas se analizaron con prueba de t de Student para
una media a fin de establecer la significancia de las mismas, utilizando los paquetes
estadisticos Infostat (versién 2016) y Prisma (version 2000). La radiacion interceptada
se consider6 como la diferencia entre la PAR sobre el canopeo y la PAR debajo del
canopeo. Los resultados se presentaron en tablas y se construyeron graficos de tipo cajas
y bigotes en relacion con el tiempo.
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Para evaluar las caracteristicas bioldgicas en las tres densidades se utilizaron los datos
del dia 106 desde el trasplante, momento en que los clones diferenciaron apices
reproductivos, inicio la etapa reproductiva.

Para relacionar las variables de crecimiento de los clones conjuntamente con la densidad
y distribucién espacial en la parcela se utilizo el analisis de correspondencia canonica
(CCA). Este permite el manejo conjunto de los datos de los clones y su distribucion. La
técnica de ordenacion canonica detecta los patrones de variacion en los datos de los
clones (altura, diametro de la copa entre y dentro de hilera, radiacion interceptada entre
y dentro de hilera, y cobertura de inflorescencias) que pueden ser explicados
Optimamente por: densidad baja y alta, y distribucion espacial Norte y Este (ter Braak,
1987; Digby y Kempton, 1987). Para el andlisis se estandarizé el resultado final por
centrado y normalizacion (PC-Ord vers. 5). Los resultados se presentaron en funcién del
primer y segundo eje canonico (ter Braak, 1987). Para la variable densidad se realizd
Test ANOVA con test a posteriori de Tuckey y Test de Bartlett para el analisis de los
desvios estandar.

Resultados

Caracteristicas del ciclo vegetativo

El ciclo vegetativo fue de 110 dias aproximadamente y se caracterizd por un
crecimiento con apariencia curvilinea. En el momento inicial (0 dia), los clones
registraron una altura media de 14 cm (sd= 3 cm) (Fig. 5) En la etapa de crecimiento
maximo (106 dias) la altura de los clones fue de 44 cm (sd= 11 cm) (Fig. 5), el diametro
de la mata entre hileras fue de 83 cm (sd= 14 cm) (Fig. 6a) y dentro de hilera fue de 79
cm (sd= 19 cm) (Fig. 6b), mientras que la radiacion interceptada dentro de la hilera fue
de 1508 pmol m™? s (sd= 87umol m? s) (Fig. 7a) y entre las hileras fue de 1397 pmol
m2 s(sd= 112umol m? s*) (Fig. 7b).
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Figura 5. Altura (cm) de los clones de “marcela” en etapa vegetativa (amarillo), reproductiva
(naranja) y vegetativa post cosecha (verde). Linea horizontal representa la altura de corte en la

cosecha.
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Figura. 6. Didmetro de la mata (cm) de los clones de “marcela” entre hileras (a) y dentro de la
hilera (b) en la etapa vegetativa (amarillo), reproductiva (naranja) y vegetativa post cosecha
(verde).

Diametro de la mata entre hileras (cm)

Diametro de la mata dentro de hileras (cm)

La prueba de t de Student mostré diferencias significativas (p < 0,0001) para todas las
variables (altura, diametro de la mata entre hileras, didmetro de la mata dentro de la
hilera, radiacion interceptada entre hileras, radiacion interceptada dentro de la hilera) y
en cada momento medido, indicando la expresion de variabilidad entre los clones (Tabla
1).
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Figura 7. Radiacion interceptada (umol m? s*) por los clones de “marcela” entre hileras (a) y
dentro de la hilera (b) en la etapa vegetativa (amarillo) y vegetativa post cosecha (verde).

Radiacion entre hileras (umol m-2 s-1)

Radiacion dentro de hilera (umol m-2 s-1)

Tabla 1. Prueba de t de Student para cada una de las variables medidas en los 24 clones de
“marcela” en momentos determinados durante la etapa vegetativa.

Dia Altura Di.Ma.En Di.Ma.Dn | Rad.Int.En | Rad.Int. Dn
p-valor p-valor p- valor p- valor p- valor
0 <0,0001 <0,0001 <0,0001
27 <0,0001 <0,0001
31 <0,0001 <0,0001 <0,0001
41 <0,0001 <0,0001
46 <0,0001 <0,0001 <0,0001
52 <0,0001 <0,0001
56 <0,0001 <0,0001 <0,0001
70 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Caracteristicas del ciclo reproductivo

En el ciclo reproductivo, los clones alcanzaron un crecimiento maximo medio (135
dias) en altura de 46 cm (sd= 10 cm) (Fig. 5), diametro de la mata entre hileras de 91 cm
(sd= 15 cm) (Fig. 6.a) y dentro de hilera de 83 cm (sd= 17 cm) (Fig. 6.b). La cobertura
media de inflorescencias fue 47 % (sd=34 %) siendo la cobertura total media de 94,17
% (sd=11 %). La biomasa media de tallos y hojas fue 46 gr (sd= 25 gr), mientras que la
de inflorescencias fue 47 gr (sd= 39 gr) (Fig. 8).
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La prueba de t de Student mostré diferencias significativas (p< 0,0001) para las
variables (altura, didmetro de la mata entre hileras, diametro de la mata dentro de la
hilera, radiacion interceptada entre hileras, radiacion interceptada dentro de la hilera) y
en cada momento medido, indicando la expresion de variabilidad entre los clones (Tabla
2).
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Inflorescencia

Figura 8. Biomasa cosechada de tallo y hojas (amarillo) y de inflorescencias (naranja) en clones
de “marcela”.

Tabla 2. Prueba de t de Student para cada una de las variables medidas en los 24 clones de
“marcela” en el momento de diferenciacion de apices reproductivos; etapa reproductiva.

Dia Altura Di.Ma.En Di.Ma.Dn Biom. Ty Biom. |
p-valor p-valor p- valor H p- valor

p- valor
106 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Caracteristicas del ciclo post reproductivo

Posterior a la cosecha (dia 135) se hizo seguimiento de los clones durante los siguientes
35 dias. A los 170 dias se registro altura maxima de 31 cm (sd= 4 cm) (Fig. 5), un
didametro de la mata entre hileras de 70 cm promedio (sd= 11 cm) (Fig. 6a) y un
diametro de la mata dentro de la hilera de 61 cm en promedio (sd= 11 cm) (Fig. 6b). El
crecimiento registrado durante estos 35 dias se corresponde con el rebrote de las

“marcelas” y representa la etapa post reproductiva. Al dia 143 se observé una radiacion
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interceptada entre hileras de 1164 pmol m™ s (Fig. 8a) y dentro de las hileras de 1193
umol m? st (Fig. 8b).

La prueba de t de Student mostré diferencias significativas (p< 0,0001) para todas las
variables (altura, diametro de la mata entre hileras, didmetro de la mata dentro de la
hilera, radiacion interceptada entre hileras, radiacion interceptada dentro de la hilera) y
en cada momento medido, indicando la expresion de variabilidad entre los clones (Tabla
3).

Tabla 3. Prueba de t de Student para cada una de las variables medidas en los 24 clones de
“marcela” en momentos determinados durante la etapa pos reproductiva.

Dia Altura Di.Ma.En Di.Ma.Dn | Rad.Int.En | Rad.Int. Dn
p- valor p- valor p- valor p- valor p- valor

135 <0,0001 <0,0001 <0,0001

143 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

170 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Caracteristicas bioldgicas e interaccion intra especifica

Al relacionar las variables de crecimiento de los clones con las variables densidad y
orientacion de las hileras en la parcela, encontramos que el porcentaje acumulado de
variacion explicada por los tres primeros ejes del andlisis de correspondencia canonica
fue 18,5%. EIl primer eje explico el 17,1 % y se correlaciono con la variable orientacion
Norte (Tabla 1 y Fig. 9). El segundo explicd 1,1 % y se correlaciond con la variable
densidad baja (Tabla 1. y Fig. 9). El tercer eje explic6 0,3 % y se correlacioné con la

orientacion Este (Tabla 4).
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Tabla 4. Coeficiente de correlacion dentro del grupo de las variables de densidad (baja, alta) y
orientacion (Norte-Sur y Este-Oeste)

Variables Ejel Eje2 Eje3
Densidad
Baja 0,01 -0,81 0,42
Alta 0,07 -0,19 -0,07
Orientacion
Norte —Sur 0,88 0,04 0,45
Este - Oeste -0,06 -0,16 0,76

c13 CO05
C12

c23
C21 __ Didm. entre hileras"?

Didm. dentro hilera

orte C11
Rad. dentro hilera

Rad. entre hileras

orescencia

Cl7 C15

AXis 2

Densidad baja
C06

C24
C19 Co1

Axis 1

Figura 9. Analisis de correspondencia canénica (CCA) que presenta un 17,1 % de variabilidad
explicada por la variable: orientacion Norte (eje 1), un 1,1 % de variabilidad explicada por la
variable: densidad baja (eje 2) y un 0,3% de la variabilidad explicada por la variable:
orientacion Este (eje 3). Dentro del dvalo verde se encuentran los clones de densidad baja,
dentro del azul los de densidad media y dentro del rojo los clones de alta densidad.
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Finalizando la etapa vegetativa, momento en el que se espera el mayor crecimiento
(106-130 dias aproximadamente) (Fig. 10) la evaluacion de la altura de los clones bajo
tres densidades diferentes tuvo 45 cm promedio (sd= 17 cm) para la densidad baja, 44
cm promedio (sd= 10 cm) para la densidad media y 42,5 cm promedio (sd=12 cm) para
la densidad alta (Fig. 10). El anélisis estadistico no mostr6 diferencias significativas
para la altura media respecto a la densidad (p= 0,87), mientras que presentd diferencia
significativa entre los desvios estandar (p=0,02).
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Figura 10. Altura (cm) de los clones de “marcela” bajo tres densidades diferentes: baja (azul),
media (fucsia) y alta (violeta) a los 106 desde el trasplante, finalizando la etapa vegetativa.

El didmetro de la mata entre hileras presentd en la condicién de densidad baja un
promedio de 87 cm (sd= 14 cm), 87 cm promedio (sd= 35 cm) para la densidad media y
65 cm promedio (sd=29 cm) para la densidad alta (Fig. 11 a). El analisis estadistico
mostr6 diferencia significativa entre las medias (p= 0,01) separandose
significativamente los clones con densidad alta de los clones con densidad media y baja
(p< 0,05). Asi mismo el analisis de los desvios estandar present6 diferencia significativa
(p=0,008).

El didmetro de la mata dentro de la hilera presento 77 cm promedio (sd= 14 cm) para la
densidad baja, 81,5 cm promedio (sd=14 c¢cm) para la densidad media y 77 cm promedio
(sd=20 cm) para la densidad alta (Fig. 11 b). No se obtuvo diferencia significativa entre
las medias respecto a la densidad (p= 0,72) como asi tampoco entre los desvios estandar
(p=0,38).
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Figura 11. Diametro de la mata entre hileras (a) y dentro la hilera (b) de los clones de “marcela”
bajo tres densidades diferentes: baja, media y alta en el dia 106 desde el trasplante, finalizando
la etapa vegetativa. Letras distintas indican diferencia significativa (p=0,05) Test deTukey.

La biomasa total present6 en la densidad baja un promedio de 100 gr (sd=108gr), en la
densidad media el promedio fue de 114 gr (sd= 85 gr); mientras que en la densidad alta
alcanzd los 70,5 gr (sd=65 gr). El andlisis estadistico de las medias respecto a la
densidad no mostro diferencias significativas (p= 0,8), mientras que si presentd
diferencia significativa entre los desvios estandar (p=0,003).

La biomasa de tallo y hojas presentd para la densidad baja un promedio de 50 gr
(sd=53,5 gr), de 47 gr (sd=14 gr) para la densidad media y de 33 gr (sd=30 gr) para la
densidad alta (Fig. 12). El analisis de las medias respecto a la densidad no mostrd
diferencia significativa (p=0,78) mientras que los desvios mostraron diferencia
significativa (p=0,04) (Fig. 12). La biomasa de inflorescencias para la densidad baja
presentd un promedio de 50 gr (sd=55 gr), de 38 gr sd= 24 gr) para la densidad media y
de 37,5 gr (sd= 37 gr) para la densidad alta (Fig. 12). El analisis de las medias respecto
a la densidad no present6 diferencias significativas (p= 0,74), mientras que si presento

diferencia significativa entre los desvios estandar (p=0,0003).
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Figura 12. Biomasa total de los clones de “marcela” bajo tres densidades diferentes; baja, media
y alta, representando la biomasa de tallo y hoja (gr) (amarillo) y la biomasa de inflorescencias

(gr) (naranja).

Ademas, en los clones bajo los diferentes niveles de densidad se evaluaron la radiacion
interceptada tanto entre como dentro de las hileras y cobertura (Tabla 2). La maxima
radiacion interceptada entre hileras (umol m? s™) la presentaron los clones de alta
densidad y dentro de la hilera (umol m™ s) los clones de baja densidad. Respecto a la

cobertura de inflorescencias (%) el méximo lo alcanzaron los clones de densidad media.

Tabla 2. Evaluacién de radiacion interceptada entre hileras y dentro de la hilera y porcentaje de
cobertura de inflorescencias para los tres niveles de organizacion espacial (densidad) evaluados
a los 106 dias desde el trasplante

Nivel de densidad Baja Media Alta
Rad. entre hileras (umol m? s?) 1282,5 1370,8 1398,6
(sd: 284) (sd=94) (sd=98)
Rad. dentro de la hilera 1493 1465,8 1399,7
(umol m? st) (sd=80) (sd=125) (sd=201)
Cobertura de Inflorescencias (%) 42,7 53,4 40,1
(sd=49) (sd=30) (sd=34)
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Discusion

El experimento realizado permitié poner a prueba la hipotesis de trabajo referida a que
la interaccion entre clones de Achyrocline satureioides influiria sobre la expresion de la
variabilidad de caracteristicas vegetativas y reproductivas, la cual es aceptada ya que la
interaccion intraespecifica influy6 sobre dicha variabilidad.

El anélisis de las caracteristicas vegetativas y reproductivas en los clones de “marcela”
permitié distinguir una “etapa de establecimiento de las plantulas en el sitio
experimental”, con crecimiento lento (primeros 40 dias). La misma fue seguida de una
“etapa de crecimiento” exponencial, donde se observaron los valores mas elevados de
altura, diametro de la mata entre y dentro de la hilera asi como también en los niveles de
radiacion interceptada tanto dentro como entre hilera/s los que fueron compatibles con
el méximo desarrollo de biomasa de tallo y hojas en la siguiente etapa reproductiva.
Cabe sefialar que la etapa de crecimiento exponencial coincide con el desarrollo
vegetativo de los clones (Begon, 2000. de la Fuente et al., 2006).

En la “etapa reproductiva o de floracién”, aparicion de los apices reproductivos, se
observo un incremento en la variabilidad de altura, diametro de la mata entre y dentro
de la hilera. En esta etapa se produce una estabilizacion del crecimiento (Begon, 2000.
de la Fuente et al., 2006), que se interrumpe por la poda de biomasa, y determina el
inicio de la “etapa de rebrote” de los clones, previo al ingreso a la “etapa de reposo
invernal”, ya que “marcela” es una especie que puede comportarse como anual o
perenne (Giangualani, 1976; Gattuso et al., 2008; Davies, 2004). La significancia de la
prueba de t de Student para cada variable analizada manifiesta la existencia de
variabilidad en las caracteristicas vegetativas y reproductivas del conjunto de los clones
de “marcelas”. Aun considerando, la homogeneidad genética lograda con la
micropropagacioén, lo cual advierte sobre la plasticidad genotipica por parte de los
clones (Manbir Kaur, 2016).

Smith y Smith (2007) proponen que el crecimiento, desarrollo y supervivencia son
afectados por la disponibilidad de recursos, que son limitados por la densidad espacial
de los individuos. En coincidencia con ellos, al analizar la altura de los clones de
“marcela”, para cada una de las densidades, se observa cierta “ventaja” a los clones en
baja densidad. La mayor variabilidad en los desvios estandar, indicaria que hicieron un

aprovechamiento diferencial de los recursos, ya que se encontraron en una zona mas
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“liberada” de otros clones dentro de la parcela. Por otra parte, el crecimiento en
didmetro de la copa entre hileras estuvo méas limitado en los clones dispuestos en alta
densidad, indicando que posiblemente compitieron por la obtencion y aprovechamiento
de los recursos.

Los resultados observados en relacion con el diametro de la copa entre hileras respecto a
los diferentes niveles de densidad indicarian que se deberia utilizar para el disefio de las
parcelas una mayor distancia entre las hileras en futuros experimentos (Begon, 2000;
Smith y Smith, 2007). Asimismo, que no se hayan encontrado diferencias significativas
en el diametro dentro de la hilera de los clones sugiere que la distancia otorgada en la
parcela fue 6ptima o al menos no influyé negativamente (Davies, 2004).

Por otra parte, la homogeneidad genética obtenida por la micropropagacion de A.
satureioides le permitio establecerse, crecer y reproducirse, aungque con diferencias en
las caracteristicas vegetativas y reproductivas segun la distribucion espacial de los
clones (densidad), en el corto plazo, como lo proponen Manbir Kaur (2016) y Smith y
Smith (2007).

El analisis conjunto de las caracteristicas de los clones y de su distribucion en la parcela
fue explicado mejor por la orientacion de las hileras que por la densidad de plantacion.
Ello podria deberse a algin gradiente de humedad, direccion de los vientos o algin
gradiente edafico no controlado dentro de la parcela (Gorgas y Tassile, 2006).

En la naturaleza la distribucién uniforme de los individuos como la capacidad de carga
del ambiente guardan relacion con el aumento de la demanda de recursos por parte de
los individuos, cuya retroalimentacién es negativa a medida que aumenta el nimero de
individuos en un espacio determinado (Smith y Smith, 2007; Razquin et al., 2017). El
disefio experimental imité una distribucion uniforme de los clones dentro de la parcela,
poniendo a prueba la demanda de recursos por su interaccién intraespecifica. Como
resultado de ello pudo inferirse la existencia de competencia intraespecifica en la
situacion de alta densidad .Esta competencia se expreso al evaluar la produccion de
biomasa en estado reproductivo en clones plantados en alta densidad; ya que, el hecho
que todos los clones hayan alcanzado un desarrollo de estructuras vegetativas sin
diferencias significativas indica que la disponibilidad de recursos estuvo limitado
durante la formacion de las estructuras reproductivas. Esto es compatible con lo
observado en los datos de cobertura de inflorescencias donde los clones plantados en
alta densidad presentaron valores inferiores respecto a los plantados en las otras dos

densidades. Ello podria interpretarse (de manera homologa) como una tolerancia al
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hacinamiento entre los clones plantados en densidades baja y media versus una
intolerancia al hacinamiento en los plantados en densidad alta (Pagano et al., 2007).

Las preguntas disparadoras de este estudio: ;cudl serda la variabilidad de las
caracteristicas vegetativas y reproductivas en el conjunto de los individuos o clones? y
si la interaccion entre esos individuos ¢modificara la expresion de dicha variabilidad?
pudieron analizarse y responderse con éxito. El efecto de la densidad determind
variaciones en las respuestas de organismos genéticamente homogéneos como resultado

de sus interacciones intraespecificas (Radosevich et al., 2007; Smith y Smith, 2007).

Conclusién

Los clones de Achyrocline satureioides expresan variabilidad tanto en caracteristicas
vegetativas, altura y didmetro de la mata entre hileras, como en reproductivas, biomasa
de inflorescencias. Parte de esa variabilidad es explicada por la interaccién

intraespecifica (competencia) entre ellos en distintas densidades.
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