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RESUMEN

El alcaucil (Cynara cardunculus var. scolymus), es una hortaliza originaria de la cuenca
mediterranea. En Argentina se producen alrededor de 111.000 toneladas, siendo la zona de
La Plata (Provincia de Buenos Aires), el mayor nucleo productivo con el 64% de la
superficie, seguido por el Cinturén Horticola de Rosario (Provincia de Santa Fe), con el 14%
y un valor similar en la zona de Cuyo (Provincias de Mendoza y San Juan. Su mayor destino
es el consumo en fresco, pero también se procesa y tiene mdltiples aplicaciones en la
industria farmacéutica y alimenticia. Es una especie con abundante presencia de
compuestos fitoquimicos o metabolitos bioactivos y es denominado “alimento funcional”,
“farmacoalimento” y/o “nutracéutico”, ya que puede prevenir enfermedades. Para ampliar el
espectro varietal y tener oferta de calidad la mayor parte del afio, es necesario estudiar a los
cultivares nacionales e hibridos extranjeros en su respuesta al manejo del cultivo en las
condiciones regionales. La aplicacion de acido giberélico (AGs) es una practica difundida en
los sistemas productivos para obtener precocidad, pero sin investigacion sobre la dosis mas
adecuada a emplear y su influencia en caracteres quimicos, morfolégicos y productivos. La
abundante biomasa que queda al concluir la cosecha de capitulos, no aprovechada
actualmente en nuestro pais, podria ser interesante como fuente de principios activos y
fibra. El primer objetivo fue determinar la influencia del riego, la fertilizacion y aplicacion de
AGs3, en variables quimicas, estructurales, morfologicas y productivas, de diferentes partes
de la planta y dos rangos de cosecha, en cultivares obtenidos en la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNR. Los extractos metandlicos preparados con material fresco se analizaron por
cromatografia liquida de alta eficiencia. La mayor agrupacién de variables y manejos de
cultivo se dio por variabilidad genotipica. Se destac6 Gauchito por un mayor contenido de
acidos cafeoilquinicos en bracteas y hojas, rendimiento productivo; menor pardeamiento y
contenido de fibra en el fondo. Los manejos de cultivo influyeron diferencialmente en los
cultivares, con mayor impacto en aspectos productivos. El segundo objetivo fue profundizar
en el manejo del AGs aplicado a un hibrido importado, multiplicado por semilla y su efecto en
las variables quimicas, morfolégicas y productivas. Los tratamientos de diferente nUmero de
aplicaciones de AGs en plantas del hibrido Madrigal tuvieron efecto en la mayoria de las
variables evaluadas, especialmente las quimicas y productivas. Con dos aplicaciones se
incrementd el contenido de &acido clorogénico y acidos dicafeoilquinicos en las partes
comestibles, disminuy6 el contenido de fibra y el pardeamiento del fondo. Las variables
morfol6gicas y el color del capitulo no presentaron cambios importantes. En base a los

resultados obtenidos se aplicaron los mismos tratamientos de AGs en cultivares e hibridos,



multiplicados por semillas e hijuelos. Se incorporé el estudio de flavonoides, preparacion de
extractos etandlicos de material fresco y seco y el estudio de la planta entera. Los genotipos
se diferenciaron entre si segun la variable analizada y la parte de la planta evaluada,
permitiendo destacar de cada uno sus componentes quimicos, calidad comercial y
productiva, como asi también valorizar su biomasa en cultivos de doble propésito. Los
genotipos influyen en el contenido de compuestos cafeoilquinicos y flavonoides en cultivares
e hibridos. Dos y tres aplicaciones de AGs impactan positivamente en la mayoria de las
variables productivas y con una aplicacion aumenta el contenido de &cidos cafeoilquinicos
en los hibridos. En los hijuelos del hibrido Madrigal, extraidos de plantas multiplicadas por
semilla el afio anterior; la multiplicacién por semilla evaluada en dos afios consecutivos y las
dos formas de multiplicacion en el mismo afio conservan estables variables relevantes y
otras mejoran, con diferencias dadas por las condiciones del afio y el ciclo del cultivo.
Finalmente se estudio la actividad quimica y biologica de extractos de diferentes partes del
alcaucil, de distintos genotipos y manejos de cultivo. Para evaluar la capacidad antioxidante
de los extractos se utilizd cromatografia en capa delgada y como revelador al compuesto
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). Se aplicaron ensayos de cultivo y proliferacion de
células tumorales SH-SY5Y de neuroblastoma humano y de activacion del interferén alfa
humano recombinante (rhlFN-a) utilizando un ensayo gen reportero (EGR) basado en
células WISH. Los extractos de todas las partes de las plantas evaluadas muestran la
capacidad de captar radicales del DPPH, independientemente del genotipo, del tratamiento
y del afio, siendo las bracteas las mas activas. Los extractos de hojas de Gauchito y Guri
reducen significativamente la proliferacion de células tumorales de neuroblastoma humano,
mostrando potencial de inhibir la viabilidad de una linea de células cancerigenas con un
efecto residual, sin afectar a las células normales. Los extractos de hojas de Guri y Madrigal
multiplicado por hijuelo, ambos de plantas no tratadas con AGs, presentan el mayor efecto
inhibitorio del IFN-a. Los resultados de esta tesis aportan valiosos conocimientos sobre los
genotipos locales y extranjeros de alcaucil, su comportamiento agronémico ante diversos
manejos en las condiciones regionales, la calidad de sus capitulos, la productividad en
cultivo de doble propoésito y las potenciales aplicaciones biol6gicas de sus extractos.
Revalorizar el cultivo del alcaucil en Argentina para sus multiples aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica, permitira una mayor amplitud econémica y ecolégica en los

sistemas productivos horticolas.



INFLUENCE OF GENOTYPE AND CROP MANAGEMENT ON QUALITY AND
COMPOSITION OF GLOBE ARTICHOKE (Cynara cardunculus var. scolymus L.)

ABSTRACT

Globe artichoke in Argentina is mainly cultivated in Buenos Aires, Mendoza and Santa Fe
provinces. Its main destination is fresh consumption or processed but has potential to
multiple applications in the pharmaceutical and food industries. With this vision, the first aim
of the thesis was to determine the influence of irrigation, fertilization and application of GAs,
in cultivars obtained in the Facultad de Ciencias Agrarias, UNR. Methanolic extracts
prepared with fresh material were analyzed by high-performance liquid chromatography. The
cultivar type had more impact on the variables than the crop. The crop management
impacted differentially on the cultivars, being greater on productive aspects. The second aim
was to deepen the GAs application on hybrid multiplied by seeds. The treatments with
different number of GA; applications in plants of the Madrigal hybrid affected most of the
evaluated variables, especially the chemical and productive ones. With two applications, the
content of both chlorogenic and dicaffeoylquinic acids was increased in the edible parts,
whereas the fiber content and the browning of the bottom decreased. When the same
treatments of GAs; were applied on cultivars and hybrids, multiplied by seeds and suckers,
each genotype was distinguishable by its nutritional properties, commercial and productive
guality, as well as to its biomass for dual-purpose crops. Genotypes influenced on the
content of caffeoylquinic compounds and flavonoids in cultivars and hybrids. With two and
three applications of GAs;, a positive impact on most of the productive variables was
observed. Finally, the chemical and biological activity of the extracts of different parts of the
artichoke, in different genotypes and cultivation practices, was studied. The extracts from all
plant parts showed the ability to capture DPPH free radicals, and the bracts produced the
highest activity. Gauchito and Guri leaf extracts significantly reduced the proliferation of
human neuroblastoma tumor cells. Guri and Madrigal leaf extracts multiplied by suckling,
both from plants not treated with GAs, showed the best inhibitory effect on IFN-a. The results
of this thesis provide valuable knowledge about the local and foreign genotypes of artichoke,
its agronomic behavior under different handling in regional conditions, its quality as food and
productivity for a dual-purpose cultivation by the potentiality of its extracts to pharmaceutical
applications. Revalue the cultivation of artichoke in Argentina will allow a greater economic
and ecological amplitude in the horticultural production systems as well as in food and

pharmaceutical industries.
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INTRODUCCION GENERAL

Generalidades del cultivo de alcaucil

La especie Cynara cardunculus esta formada por tres subespecies principales
pertenecientes a la familia de las Asteraceas o Compuestas: el cardo silvestre Cynara
cardunculus L. var. sylvestris (Lamk) Fiori, el alcaucil Cynara cardunculus var. scolymus L.
Fiori y el cardo cultivado Cynara cardunculus var. altilis DC (Rottenberg y Zohary, 2005;
Sonnante et al., 2007). El progenitor comun de las subespecies cultivadas, es decir, el
alcaucil y el cardo cultivado, es el cardo silvestre. Tras la Ultima glaciacion esta especie se
extendid desde el norte de Africa hacia la parte oriental y occidental de la cuenca

mediterrdnea, cuya domesticacion se produjo en el sur de Italia (Pignone y Sonnante, 2009).

Es probable que en los albores del cultivo de alcaucil (2000 o 2500 a.C.), se
consumieran solo los tallos florales y las nervaduras carnosas de las hojas, como ocurre con
el cardo, debido a que las inflorescencias eran muy pequefias, espinosas y de sabor
desagradable (Bartual, 1985). Con el tiempo y la seleccibn genética, el cultivo fue
evolucionando hacia las formas actuales. La domesticacion del alcaucil tuvo lugar en el siglo
XV en los monasterios cristianos de Sicilia, los arabes lo extendieron a otras regiones
mediterrdneas, mientras que lItalia fue una conexion importante para su propagacion por el
norte de Europa central y oriental (Pignone y Sonnante, 2004). En el siglo XVI llegé a
Francia de la mano de Catalina de Médicis y luego los navegantes franceses la introdujeron
en América del Norte. Los inmigrantes italianos, a principios del 1900, introdujeron en
Argentina las primeras cultivares, adaptando las practicas agrondémicas que realizaban en

Italia a las condiciones locales (Garcia et al., 2005).

Morfologia y Fisiologia de la planta de alcaucil

El alcaucil, como hortaliza, es una planta herbacea perenne y erecta (Bianco, 2005;
Pignone y Sonnante, 2009; Hurell et al., 2017). La planta posee un sistema radical
extraordinariamente potente, que le permite adaptarse a una extensa gama de suelos. Se
inserta en un rizoma muy desarrollado, en el que se acumulan las reservas alimenticias. En
plantas originadas de semillas, es pivotante y en aquellas provenientes de la multiplicacion
asexual, es ramificado. En pocos meses el sistema radical se extiende hasta 40-50 cm de

profundidad y 80-90 cm en forma horizontal (Maroto Borrego, 2002).



El tallo es breve en forma de roseta hasta el momento de floracion, una vez recibida
la induccion floral, se inicia el alargamiento de los entrenudos y puede alcanzar una altura
de 1-2 m. En la parte hipogea se concentra la mayor parte de las yemas que daran origen a
los brotes o hijuelos (Figura 1). El hijuelo es un retofio axilar enraizado, separado de la
planta madre y utilizado como plantin en estado verde. La planta madre los produce tanto en
otofio como en primavera, pudiéndose utilizar para efectuar una nueva plantacion, caso
contrario es necesario extraerlos de la planta efectuando lo que se denomina labor de

desbrote.

Tallo floral del
ano anterior

Hijuelo
desarrollado

Parte hipogea

del tallo Yemas

Raices

Figura 1: conjunto de tallo, hijuelos y sistema radical de una planta de alcaucil.

Las hojas son largas, pubescentes, grandes de 90 a 100 cm, de color verde claro en
el haz y algodonosas en el envés (Figura 2). En las hojas basales el peciolo puede medir
hasta 20 cm. Los nervios centrales estan muy marcados y el limbo dividido en lébulos
laterales, a veces muy profundos en las hojas basales y mucho menos hendidos en las
hojas superiores (Hurell et al.,, 2017). La forma del limbo es un caracter varietal y un
indicador de precocidad, dado que las plantas con predominio de hojas enteras son las mas
precoces. El total de hojas funcionales hasta la floracion es de aproximadamente 15 a 25
por planta y la superficie que cubre cada planta esta en el orden de 1,75 m?. El desarrollo
vegetativo depende de la variedad influyendo en el mismo las técnicas de cultivo y las
condiciones ambientales. Los cultivares son por lo general de menor desarrollo vegetativo y

los hibridos son més vigorosos.



Figura 2: planta de alcaucil en desarrollo vegetativo.

La temperatura 6ptima para el desarrollo de la planta de alcaucil depende de la etapa
fisiol6gica en la que se encuentre el cultivo. Durante el desarrollo vegetativo, el rango de
temperatura ideal para el crecimiento de la planta es de 12-14 °C en la noche y 20-22 °C en
el dia. Con temperaturas medias superiores a 20 °C, la formacién de los capitulos se
acelera, perdiendo calidad (Andujar et al., 2005) y también puede ralentizarse el crecimiento.
El reposo vegetativo puede producirse por temperaturas demasiado bajas en invierno o muy
altas en verano (Miguel et al., 2001). Con bajas temperaturas (5 °C) el crecimiento de la
planta queda paralizado. La parte aérea de la planta, puede verse afectada con -2 a -4 °C,
aunque para destruir la parte subterrdnea e impedir su rebrote es necesario que se

produzcan temperaturas por debajo de -10 a -15 °C (Baixauli Soria, 2017a).

La planta de alcaucil necesita acumular horas de frio (vernalizacion) para pasar del
estado vegetativo al reproductivo siendo las temperaturas menores a 8-9 °C las que se
sumarian para el cambio de fase. Esta necesidad de horas de frio es variable segun las
caracteristicas intrinsecas de los cultivares e hibridos (Garcia et al., 2010).

Las inflorescencias reciben el nombre de capitulos. Este consta de un receptaculo
carnoso o fondo, sobre el que se insertan las flores y las estructuras acompafantes,
protegidas por bracteas u hojas modificadas (Figura 3). Las bracteas se disponen en varios
niveles concéntricos solapandose entre ellas, siendo las externas mas anchas y gruesas,
volviéndose mas finas en el interior. Estas bracteas son de diferentes formas y dimensiones,

tanto en alto como en ancho, las cuales estan relacionadas con la forma del capitulo entero.



Las medidas de las bracteas y capitulo son caracteres morfolégicos de importancia para
identificar un genotipo, y los valores de la relacion altura/didmetro estan directamente
relacionados a la forma del capitulo. La misma puede ser cilindrica, elipsoidal, ovoidal,

cobnica, esférica y sub-esférica, y presenta una considerable variabilidad entre genotipos.

Bracteas

Bracteas internas

externas

Receptaculo
o fondo

Flores internas
rudimentarias

Figura 3: inflorescencia inmadura o capitulo de alcaucil en un corte longitudinal, con todas

Sus partes.

Durante la formacion de las inflorescencias, el rango de temperatura 6ptima se hace
mas estrecho (15-18 °C). Inicialmente la planta produce un capitulo central denominado de
primer orden que es el de mayor tamafo (Figura 4 A). Luego de la cosecha de este primer
capitulo y al romperse la dominancia apical, produce tandas de 2 o 3 capitulos denominados
de segundo orden, de tercer y cuarto orden (Figura 4 B). La cosecha de los capitulos debe
realizarse cuando han alcanzado el maximo desarrollo, pero con las bracteas aln cerradas y
sin endurecer. Este estadio dura algunos dias, de forma que el corte puede regularse en
funcién a la demanda del mercado, mientras se mantienen compactos (Namesny, 1993). Al
avanzar el periodo de cosecha, aumenta la temperatura y al ir coincidiendo la entrada en
produccion con temperaturas superiores a 25 °C, se produce un alto grado de estrés en la
planta conduciendo a la formacion de capitulos pequefios, apertura de las bracteas,
desarrollo de las flores internas, ocasionando pérdida de la calidad comercial (Rojas, 2011).
Respecto a esto, Garcia et al. (2010) refieren que, si el clima es demasiado calido y seco,
con temperaturas por encima de los 25 °C, los capitulos son excesivamente fibrosos, de
bracteas abiertas y se favorece la formacion de espinas en el apice de las mismas. Asi
mismo, con temperaturas préximas a 0°C, las bracteas que rodean al capitulo se vuelven

blanquecinas causando lesiones por congelacién que afectan a la apariencia del alcaucil.



Figura 4: planta de alcaucil en estado reproductivo con produccion del capitulo primario (A)

y luego de cosechado el mismo, cuando desarrolla capitulos de segundo y tercer orden (B).

La coloracién del capitulo esta determinada por la ausencia o presencia de
antocianos y los consumidores tienen mayor preferencia por las coloraciones verdes o
violetas segln los paises. La diversidad dentro y entre los genotipos se expresa como
variacion en la forma del capitulo, el color de las bracteas, la presencia o ausencia de
espinas, asi como en el contenido de inulina, varios minerales y polifenoles (Lombardo et al.,
2012, 2017; Pandino et al., 2012).

El peso medio del capitulo al momento de la cosecha dependera del destino de la
produccion. Los capitulos destinados a industria deben pesar entre 100 y 120 g, mientras
que los que se utilizan para consumo en fresco pueden presentar una gran variabilidad en
su peso promedio, pudiendo ser de 250 g y llegar hasta 450-500 g, con cierta preferencia
por estos ultimos, en los mercados franceses (Baixauli Soria, 2017a). También el nimero de
capitulos por planta depende del genatipo.

Cuando el capitulo es inmaduro, que corresponde a la fase comercial, las flores son
muy rudimentarias y las capas de bracteas estan fuertemente comprimidas unas con otras,
parametro muy importante para la determinacion de la calidad. Cuando el capitulo continta
el proceso de floracion, madura, se abre en forma centripeta y las flores (purpura, azules o
blancas) se expanden hasta plena floracion (Figura 5). Se produce la elongacion de los
estigmas que se deslizan por la parte media de un tubo formado por las anteras en
dehiscencia. El polen germina inmediatamente pero el estigma no esta receptivo hasta 5-7
dias después, impidiendo de esta manera la autofertilizacion a nivel de una sola flor, pero la
floracion centripeta permite la autopolinizacion a nivel de capitulo (gitonogamia). Es decir



que el polen de las flores centrales permanece viable por 4-5 dias y puede de esta manera

polinizar las flores periféricas, en tanto que la protandria y la polinizacion por insectos

incrementan el porcentaje de alogamia.

Figura 5: capitulo de alcaucil desde comienzo a plena floracion.

Al concluir la floracién del capitulo (Figura 6 A), las numerosas flores de ovario infero
que fueron fecundadas (Figura 6 B), originan sobre el receptaculo, frutos secos
denominados aquenios y son considerados como la semilla de la planta. Son de forma
oblonga y aplanada, de color oscuro o grisaceo a veces con manchas negras; variando el
peso de cada aquenio entre 30 a 70 mg (Pesce y Mauromicale, 2019). Estos frutos estan
provistos de vilano o papus caedizo, con filas de pelos blancos inferiormente plumosos y
asperos en su parte distal, soldados en un anillo basal (Figura 6 C). Los aquenios tienen una
capacidad germinativa de 6 a 7 afios y una germinacion entre 7 y 20 dias (Maroto Borrego,
2002).

2

L Aquenio

Figura 6: capitulo de alcaucil al concluir la floracion (A); flor (B) y fruto (C).



Si el cultivo no esta destinado para la produccion de semillas, al concluir la cosecha
de los capitulos, queda una voluminosa biomasa compuesta por hojas, tallos florales y
capitulos pequefios, que puede ser aprovechada para la extraccion de mdultiples

subproductos de alto valor.

Produccion mundial y regional

La produccidn de este cultivo se encuentra concentrada en la zona del Mediterraneo,
especialmente en ltalia, Espafia, Francia y Egipto, aunque también el cultivo tiene difusion
en América y Asia. Los paises de América del Sur fueron los primeros en comenzar a
cultivar alcauciles y lo hacen en mayor proporcién Argentina, Perd, Chile y en menor
proporcion Ecuador (Macua, 2007). La produccion en Argentina en el 2018 fue de 110.657
toneladas con un rendimiento de 28 toneladas por hectarea (FAOSTAT 2020). En la zona de
La Plata (Provincia de Buenos Aires), se concentra el mayor nucleo productivo con el 64%
de la superficie total del pais seguido por el Cinturon Horticola de Rosario (Provincia de
Santa Fe), con el 14% y un valor similar en la zona de Cuyo (Provincias de Mendoza y San
Juan), con la caracteristica que en la mayor parte de la superficie cultivada el destino es el
consumo en fresco mientras que, en la zona de Cuyo, aproximadamente el 65% se destina
a la industrializacion. Tradicionalmente la multiplicacion es vegetativa, utilizando vastagos
enraizados en las zonas de La Plata y Rosario y estacas o tocones en la zona de Cuyo. Mas
recientemente se estan utilizando hibridos y cultivares multiplicados por semillas (Garcia et
al., 2015). En el Cintur6n Horticola de Rosario el cultivo de alcaucil ocupa el lugar 16 con
respecto al de otras hortalizas, considerando los ingresos brutos de su produccién y

comercializacion (Grasso et al., 2013).

Alimento y Salud

La mayor porcion de la inflorescencia de alcaucil que se consume como alimento se
denomina “corazén, constituido por el fondo y las bracteas internas, el cual presenta un
bajo contenido energético y lipidico; es rico en proteinas, sales minerales, vitamina C, fibras
solubles e insolubles. La composicion por cada 100 g de corazon es la siguiente: agua 91,30
g; proteinas 2,70 g; lipidos 0,20 g; carbohidratos 2,50 g; fibra 3,30 g; energia 22 kcal; sodio
133 mg; potasio 376 mg; hierro 1 mg; calcio 86 mg; magnesio 45 mg; fosforo 67 mg;
Tiamina 0,06 mg, Riboflavina 0,10 mg; Niacina 0,50 mg; vitamina C 12 mg y vitamina A 18
Mg (Cannella, 2009). Ademas contiene polifenoles con actividad antioxidante (Latanzio et al.,

2009), siendo el alcaucil una de las fuentes vegetales mas ricas en este tipo de compuestos



(Brat et al., 2006). Entre los componentes bioquimicos fendélicos se encuentran la cinarina y
el acido clorogénico, derivados cafeoilquinicos considerados parte de los ingredientes
activos responsables de la actividad antioxidante, junto a los flavonoides. En conjunto
juegan un rol importante en el crecimiento, reproduccion y proteccidén ante factores de estrés
biético y abibtico en las plantas (Beckman, 2000), produciendo un amplio rango de efectos
fisioldgicos cuando son consumidos por los humanos (Manach et al., 2005; Azzini et al.,
2007).

Es importante destacar que por ser el alcaucil una especie con abundante cantidad
de compuestos o metabolitos bioactivos, es denominado “alimento funcional”,
“farmacoalimento” y/o “nutracéutico”, ya que puede prevenir enfermedades (Gonzalez
Sarrias et al., 2017; Pulito et al., 2015; Mileo et al., 2012). Sus propiedades preventivas han
sido relacionadas con la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos frente a
patologias como el cancer y enfermedades cardiovasculares (Williamson y Manach 2005), o
frente a procesos degenerativos provocados por el Parkinson y el Alzheimer como ocurre
con otras plantas con alto contenido de polifenoles (Caruana y Vasallo, 2015). Es sabido
gue el consumo de frutas y vegetales aporta antioxidantes naturales que producen efectos
beneficiosos para la salud (Van Duyn y Pivonka, 2000), y en los ultimos afios se ha
observado un creciente consumo de hortalizas a nivel global. Sin embargo, en Argentina la
ingesta media diaria de ellas es de aproximadamente 140 g por persona, valor muy alejado

de los 400 g que recomienda la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2012).

Por otro lado, en la industria alimenticia se han utilizado ampliamente antioxidantes
sintéticos para extender el tiempo de vida atil comercial de los productos. Actualmente, los
problemas de seguridad percibidos con estos antioxidantes han dado lugar a un creciente
interés por recuperar y explotar antioxidantes naturales (Peschel et al.,, 2006). Los
antioxidantes fendlicos naturales a menudo actian como agentes reductores, terminan la
reacciéon en cadena de los radicales libres al eliminarlos, absorben la luz en la region
ultravioleta (100—400 nm) y actlan como agentes quelantes de metales de transicion,
pudiendo inhibir asi las reacciones de oxidacion y previniendo la produccién de olores y

sabores desagradables (Sindhi et al., 2013).

Como fue mencionado previamente el alcaucil es cultivado principalmente para el
consumo de sus capitulos, los cuales se comercializan como producto fresco o procesado

(Bianco, 1990). Es una hortaliza muy consumida cruda, hervida, al vapor o frita y utilizada en



muchas recetas, ya que es sabrosa y se percibe como un alimento saludable (Lombardo et
al., 2018). A su vez, otras partes de la planta y restos de biomasa que la industria desecha
son utilizados como fuente de inulina, de fibras 0 como materia prima para la extraccién de
metabolitos secundarios y enzimas. Las grandes hojas de la planta contienen compuestos
organolépticos y terapéuticos usados en las industrias de destilaciones y farmacéutica
principalmente. Las hojas de alcaucil se utilizan desde la antigledad en la medicina
tradicional por sus propiedades hepatoprotectoras y coleréticas (Blumenthal, 2000), y se
encuentran descriptas en farmacopeas oficiales a nivel mundial. Su uso en productos

farmacéuticos es extendido en Alemania y China (Mulinacci et al., 2004).

Entre los componentes bioquimicos presentes en las hojas se encuentran descriptos
ademas del acido clorogénico y la cinarina, los flavonoides apigenina, luteonina y
quercetina, los cuales tienen la funcién de proteger a las hojas de la radiacién solar (Jaakola
et al., 2004). Al conjunto de componentes de las hojas se les ha atribuido mas
recientemente propiedades diuréticas, asi como la capacidad para inhibir la biosintesis de
colesterol y la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Gebhardt, 2001, 2002a, 2002b;
Saénz Rodriguez et al., 2002; Lattanzio et al., 2009).

Atributos de calidad comercial

Ademas del valor nutricional, hay otros atributos importantes considerados por los
consumidores al seleccionar alcauciles frescos. Ellos son el aspecto, la forma, el sabor, la
textura y el color. El color original es un determinante critico de aceptacién en muchos de los
productos alimenticios (Zheng et al., 2008) y el deterioro del color tiene un impacto visual
negativo en la comercializacion. Durante el procesamiento y almacenamiento de vegetales,
las operaciones mecanicas producen dafios en sus tejidos limitando su vida util como
alimento. Esto ocurre por reacciones que modifican su aspecto y calidad, constituyendo hoy
en dia un problema para la industria alimentaria. El proceso de aparicién de zonas oscuras 0
pardeamiento en los tejidos vegetales también puede darse como consecuencia de dafios o
cortes durante el procesamiento. El pardeamiento enzimético es una de las principales
reacciones de deterioro que se desarrolla en los alimentos frescos procesados. Se trata de
una reacciéon de oxidacion catalizada por una enzima enddgena llamada polifenoloxidasa
(PPO). Esta enzima cataliza la hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles y la oxidacion de
estos Ultimos a o-quinonas. Estas son especies muy reactivas capaces de polimerizarse con
azucares y proteinas para formar compuestos de color oscuro (Oms Oliu et al., 2010). El

alcaucil, tiene un elevado contenido de fenoles algunos de los cuales son compuestos que



actlan como sustratos en la reaccién enzimatica de pardeamiento. Tanto la cantidad y
calidad de fenoles como asi también las condiciones de la reaccion de oxidacion se
consideran determinantes para el desarrollo del proceso oxidativo y la tonalidad e intensidad

de los pigmentos formados (Nicolas et al., 1994).

La textura, palatabilidad y terneza en el alcaucil estdn dadas en gran medida por el
contenido de fibra en bracteas y fondo. La fibra dietaria comprende a los glicidos no
digeribles y lignina intactos presentes en las plantas; la fibra funcional son hidratos de
carbono no digeribles aislados que presentan efectos benéficos en la salud de los seres
humanos y la fibra total es la suma de ambas (Olagnero et al., 2007). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda la ingestion diaria de 27 a 40 gramos de fibra
dietética. El Codigo Alimentario Argentino considera que un alimento para ser considerado
fuente de fibra debera contener como minimo 3% P/P (sélidos) o 1,5% P/V (liquidos)
(Olagnero et al., 2007). El corazén de alcaucil es una buena fuente de fibra dietética
insoluble (18%) y fibra dietética soluble (27%). Otro compuesto destacado en la planta de
alcaucil es la inulina, fructano complejo que también juega un papel nutricional importante
(Pagnotta, 2011). Segun Di Venere et al. (2005), el contenido de esta fibra soluble es muy
importante segun el genotipo, el estado fisiol6gico de la planta y la época en que se efectla
la cosecha. Si bien el contenido de fibras en el alimento es indispensable para la salud, en el
caso del alcaucil un elevado porcentaje de fibra en los capitulos podria disminuir su
palatabilidad y en poscosecha podria incrementar su contenido debido a su alta tasa
respiratoria y en consecuencia presentar menor calidad. El alcaucil es un producto
altamente perecedero que requiere de determinadas condiciones de conservacion para
prolongar su vida comercial (Kader, 2007), y si no se almacena correctamente puede
desarrollar una textura indeseable por el rapido endurecimiento de sus tejidos. La pérdida de
terneza es consecuencia de la acumulacién de fibra que comprende paredes celulares
lignificadas como ocurre también en los turiones de esparrago (Firpo et al., 2004). El alcaucil
es una hortaliza con elevada actividad metabdlica y en consecuencia altamente perecedero,
que no permite su conservacion refrigerada por periodos superiores a un mes. Si se lo
comercializa sin frio, el consumo debe realizarse en los proximos tres a cinco dias desde su
cosecha (Namesny, 1993). La disminucién de la temperatura minimiza los procesos
metabdlicos del vegetal, frenando la respiracion, biosintesis de etileno, transpiracion,
pardeamiento y el riesgo de infecciones microbianas, ralentizando la degradacion (Artés
Calero, 2006).
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Manejo del cultivo

Un cultivo de alcaucil puede iniciarse a partir de hijuelos y otras formas de
multiplicacién agamica (estaca, oOvolo, cultivo in vitro de meristemas) o por semillas
(contenidas en el aquenio). Las ventajas de implantar un cultivo agamicamente son la
homogeneidad en la produccién (forma, color y tamafio de capitulos), ya que los hijuelos son
clones de las plantas madres y menor costo si el productor dispone de lotes de donde
obtener sus propios hijuelos. Las desventajas son baja tasa de multiplicacion (cada planta
puede producir de 3 a 5 hijuelos aptos para efectuar la plantacién, dos veces al afo);
dificultades en la implantacién por problemas de enraizamiento; heterogeneidad en el vigor;
diseminacion de enfermedades y menor produccion por unidad de superficie. Durante
muchos afos fue la forma méas generalizada de implantar un cultivo en Argentina. A su vez
en las provincias de San Juan y Mendoza se utilizan las estacas para la multiplicacion de la
cultivar “Blanco de San Juan”. Este 6rgano de multiplicacion esté constituido por una estaca
con parte de tocon o raiz con yemas bien visibles y que se obtienen después que la planta

madre ha sufrido la detencién de la vegetacion.

Una parte importante de los problemas fisiolégicos, patoldgicos y econdémicos,
pueden solucionarse con la tecnologia de multiplicacién de alcauciles a partir de semilla
(Baixauli y Maroto, 2011). Esta permite la implantacién de un cultivo de alcaucil con mayor
rapidez y sencillez, planificando de manera eficiente la produccién (época, superficie,
eleccion de cultivares). Se puede manejar como cultivo anual lo que permite entrar en
planes de rotacién y mejora la sanidad del mismo ya que no se transmiten enfermedades
(Mondino et al., 2017). El desarrollo de las plantas es mas homogéneo, mayor produccion
por unidad de superficie, se pueden aplicar tecnologias como son el uso de plantines con
cepellén, mulching y riego por goteo. Al mismo tiempo es elevado el costo de la semilla y la
obtencion de plantines con cepell6n puede elevar los costos de implantacion. A pesar de ser
manejado como un cultivo anual y de que sus costos de plantacion suelen ser elevados
debido al alto costo de la semilla, Alcén et al., (2011) demostraron una mayor rentabilidad

econdmica respecto a la de los cultivares procedentes de reproduccion vegetativa.

En general es un cultivo que puede quedar establecido para una produccién de
varios afios. Para ello es necesario efectuar una buena preparacion del suelo, con labores
que aseguren su permeabilidad y aireacion en profundidad. La plantacién puede realizarse
en otofio o primavera y las distancias de la misma, dependera del desarrollo del genotipo

utilizado. Generalmente se plantan a 1,4 m entre lomos y 0,7-0,8 m entre plantas a simple
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hilera, obteniéndose una densidad de 0,8 a 1 pl m2, aproximadamente. También puede
sistematizarse en lomos a 2,1 m, con doble hilera de plantas, con una densidad similar a la

citada anteriormente o inferior (0,7 pl m3).

Tiene altos requerimientos de nutrientes para satisfacer su exuberante crecimiento
vegetativo. Para una produccién adecuada el cultivo necesita ser fertilizado durante su ciclo
anual con 250 unidades ha* de Nitrégeno, 125 de Fosforo, 350 de Potasio, 150 de Calcio y
40 de Magnesio. Para poder sostener el crecimiento vegetativo y un buen nivel productivo,
tanto cuantitativo como cualitativo, es necesario una adecuada fertilizacion, suministrada

oportunamente con el riego.

El manejo de cultivo con riego complementario es fundamental a fin de evitar que la
falta de agua provoque la detencion del crecimiento. El alcaucil es una especie capaz de
completar el ciclo de cultivo solo con el aporte de agua de lluvia, en la mayoria de las zonas
donde se cultiva, sin embargo, para proporcionar producciones de alta calidad, de acuerdo
con un programa de cosecha bien planificado, necesita suministros de agua adicionales, ya
que la lluvia no siempre es suficiente para satisfacer las necesidades de agua del cultivo
(Cantore y Boari, 2009). Se debe realizar un riego en la plantacién para asegurar un buen
establecimiento tanto de los hijuelos como de los plantines y luego mantener una frecuencia
semanal de riego, con mayor oferta en los momentos de produccién que es cuando el cultivo

tiene mas demanda de agua.

La frecuencia de las intervenciones de riego y los volimenes de riego deben ser
tales que garanticen un crecimiento regular del cultivo, evitando la aparicion de fenbmenos
de estrés hidrico que afecten negativamente la precocidad y el tamafio de los primeros
capitulos. Ademas, el estrés hidrico durante el ciclo de crecimiento también podria tener
efectos negativos en la formacion de brotes de rizoma, con repercusiones perjudiciales para
la cosecha del afio siguiente. El consumo total de agua, por lo tanto, varia
considerablemente en relaciéon con el medio ambiente y el modo de cultivo, con valores
incluidos entre 400 y 900 mm (Cantore y Boari, 2009). Con el riego complementario se
alarga el periodo de cosecha y los capitulos se mantienen tiernos. Puede utilizarse riego por

infiltracién conduciendo el agua por surcos, por microaspersion, aspersion o goteo.

En relacion al complejo mecanismo de estimulos y respuestas durante el desarrollo

vegetativo y reproductivo del cultivo de alcaucil, en los sistemas productivos horticolas se
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aplican hormonas vegetales involucradas en la regulacién del crecimiento. Las giberelinas,
gue intervienen en la induccién a la floracién, son utilizadas ampliamente en el manejo del
cultivo de alcaucil para obtener precocidad en la produccion (Garcia, 2006; Garcia et al.,
2015). Como lo demuestran varios estudios, el uso de &cido giberélico (AGs), genera entre
varias ventajas, el aumento en el tamafio y nimero de capitulos y la ampliacion del periodo
de cosecha al ser mas precoz la aparicion de las primeras inflorescencias (Miguel et al.,
2001; Garcia, 2006; Garcia et al., 2010).

Los factores precosecha (condiciones de la zona y manejo del cultivo) que influyen
sobre la calidad quimica de los alimentos y otras caracteristicas, son muy diversos y
guardan una gran interrelacion entre si. Unos dependen intrinsecamente de la propia planta
y estan constituidos por integracién del flujo de energia, agua y nutrientes, mientras que
otros responden a la variedad o son de tipo tecnolégico como el manejo del cultivo. Si bien
se conoce que el comportamiento poscosecha y el contenido de antioxidantes estan
determinados en cierto grado por caracteristicas genéticas (Di Venere et al., 2005), y que el
manejo apropiado durante la poscosecha resulta beneficioso para retrasar su degradacion y
el deterioro de los productos, es igualmente aceptado en buen grado que la composicién y

calidad se determinan durante el cultivo de una hortaliza.

Recursos genéticos

En el Cinturdn Horticola de Rosario, en la década del 80, el material genético
utilizado estaba restringido practicamente a un solo cultivar denominado Nato, de
produccién tardia y cuya cosecha comenzaba a mediados de septiembre. En el afio 2000 se
demostr6 que dicho cultivar fue reemplazado por otro de produccién mas temprana llamado
Francés, cultivado por la mayoria de los productores durante muchos afios (Cointry et al.,
2005). Con el fin de incrementar el espectro varietal del alcaucil, se inici6 en 1993 el
Programa de mejoramiento de especies horticolas en el Campo Experimental de la Facultad
de Ciencias Agrarias, UNR. Se parti6 de una poblacién variable de 43 familias de medios
hermanos proveniente de la polinizacion libre de diferentes clones e hibridos
experimentales. La utilizacion de estos materiales, tanto locales como introducidos desde
diferentes paises tenia el objeto de lograr materiales adaptados a las condiciones
agroecolégicas de la regién, para lo cual, durante los afios 1994 y 1995 se evaluaron
poblaciones segregantes provenientes de la cruza de clones altamente heterocig6ticos, para

seleccionar los materiales mas promisorios (Cravero et al., 2011).
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En una primera etapa se obtuvieron los cultivares de alcaucil denominados “Oro
verde FCA” y “Esmeralda FCA” (Lopez Anido et al.,, 2005). Se evaluaron caracteristicas
productivas (rendimiento, peso del capitulo primario, nUmero de capitulos, precocidad, etc) y
morfoldgicas (altura y ancho de capitulo primario y receptaculo, etc.), de gran importancia
para esta especie, logrando ampliar el periodo de cosecha y la oferta al consumidor. Segun
Cointry et al. (2005), el desarrollo de cultivares es un proceso continuo para seguir
ampliando la disponibilidad de genotipos con rendimientos superiores, calidad del capitulo,
adaptados a las condiciones locales y competitivos en el mercado. Por lo tanto, en una
segunda etapa se obtuvieron dos cultivares de rendimiento superior, inscriptos bajo la
denominacién de “Gauchito FCA” y “Guri FCA”, comparados con los testigos comerciales
tradicionales y los cultivares de reciente introduccion Oro verde y Esmeralda. Desde su
seleccién y hasta la actualidad, estos genotipos mejorados, obtenidos en la Facultad de
Ciencias Agrarias, UNR, han sido distribuidos a numerosas instituciones educativas, a
Estaciones Experimentales del INTA y a productores de la zona. A su vez en numerosas
oportunidades fue solicitado material, especialmente hojas, por parte de farmacias, para la
preparacion de tinturas y formulas magistrales. Siguiendo con el estudio de los genotipos
seleccionados, se evaluaron otras caracteristicas relacionadas a la calidad de los capitulos
como el contenido de fibra, fenoles totales, materia seca, etc. (Rotondo et al., 2011).

Las estrategias de conservacion de la riqueza genética del alcaucil incluyen la
proteccion de las especies silvestres, la plantacion de poblaciones cultivadas y variedades
de cultivos tradicionales donde han evolucionado. Para ello, es esencial tener el material
adecuadamente caracterizado por su morfologia, composicion bioquimica y rasgos
moleculares a fin de identificar el alcance y la distribucion de la variacién genética presente
(Pagnotta, 2011). En consecuencia, es importante estudiar el perfil quimico y variables
relacionadas a la calidad de las diferentes partes de plantas provenientes de genotipos
locales de alcaucil, creados por el grupo de investigacion en la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNR. Caracterizar adecuadamente a cada material genético respecto a

variables de calidad, podria permitir nuevos planes de mejoramiento de la especie.

Por otro lado, en Argentina, se han introducido en los ultimos afios, hibridos de
origen extranjero, multiplicados por semilla, con creciente aceptacion en los sistemas
productivos y comerciales. Los mismos deben evaluarse en las condiciones locales para su

Optimo manejo. Asi mismo es relevante determinar cémo influyen los factores de manejo del
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cultivo que se aplican durante la precosecha en los multiples pardmetros de productividad,
calidad, accion bioldgica, etc., tanto en los genotipos FCA como en los materiales genéticos
extranjeros. Este conocimiento podria contribuir en la practica, al aprovechamiento integral
del cultivo de alcaucil, a un manejo sustentable de los recursos y a enriquecer toda la

cadena de valor, desde la produccién al consumo.

HIPOTESIS GENERAL

El genotipo de alcaucil y los manejos de cultivo influyen en el contenido de
compuestos fenodlicos y en su actividad bioldgica, asi como en variables morfoldgicas y
productivas, en las diferentes partes de la planta.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia del genotipo de alcaucil y el manejo del cultivo en variables
quimicas, morfoldgicas y productivas, en las diferentes partes de la planta, como también la

actividad biolégica de sus extractos.

Para verificar o refutar la hipotesis de trabajo y cumplir con el objetivo general
propuesto, la tesis se organiz6 en IV capitulos, cada uno con su marco tedrico,
antecedentes sobre el tema, objetivos especificos, materiales y métodos, resultados,

discusién y conclusiones.
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Capitulo |

INFLUENCIA DEL RIEGO, LA FERTILIZACION Y APLICACION DE ACIDO
GIBERELICO EN VARIABLES QUIMICAS, MORFOLOGICAS Y PRODUCTIVAS
EN PLANTAS DE TRES CULTIVARES DE ALCAUCIL FCA.
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INTRODUCCION

La diversidad ambiental en la que puede desarrollarse un cultivo y el complejo
manejo agronémico que implica la produccién de hortalizas, influyen en muchos aspectos de
la calidad del alimento. Algunas caracteristicas son visuales y otras, quizds de mayor
importancia audn, se refieren a su composicion, beneficios nutricionales, actividad biologica y
también el valor de los subproductos. En los genotipos argentinos y extranjeros de alcaucil
no existen actualmente suficientes estudios realizados en las condiciones de cultivo locales,
es decir del corddn o cinturéon horticola del Gran Rosario, donde se demuestre si el manejo

del cultivo impacta en la composicion quimica y otras caracteristicas de interés productivo.

Es sabido que la calidad quimica de los alimentos vegetales, como por ejemplo las
frutas, se define principalmente por factores de precosecha (Fallahi et al., 1997). Sin
embargo, se hace necesario estudiar los factores que inciden tanto en el contenido de
fitogquimicos de los alimentos vegetales como en su estabilidad y que pueden influenciar en
la salud de los consumidores demandantes de calidad, no solo extrinseca sino también
intrinseca (Hewett, 2006). El contenido de compuestos bioactivos estd influenciado por
numerosos factores, incluidos los genéticos (Lombardo et al., 2012; Garcia et al., 2016 a 'y
b), ambientales (luz, temperatura, nutricion mineral) y practicas culturales como el riego y la
aplicacion de hormonas (Helyes y Lugasi, 2006; Garcia et al., 2016 a). El contenido de
fenoles y su actividad en el alcaucil puede variar entre las partes de la planta y los cultivares
(Curadi et al., 2005; Romani et al., 2006; Wang et al., 2003), asi como puede depender
también del estado de madurez, almacenamiento y procesamiento de los capitulos (Gil
Izquierdo et al., 2001; Halvorsen et al., 2006; Llorach et al., 2002; Wang et al., 2003).

El cultivo de alcaucil responde al riego complementario, aumentando su
productividad y calidad. En ltalia se realiz6 un experimento con lisimetro con el cual se
determiné que un cultivo propagado por semilla tuvo una evapotranspiraciéon maxima de 900
mm en una temporada (Boari et al., 2000). En Espafia, Macua et al., (2005) evaluaron cinco
dosis de riego en el cultivar “Blanco de Tudela”, de reproduccién por hijuelos, observando un
aumento en rendimiento y nimero de capitulos al aumentar el riego hasta 630 mm durante
el ciclo total del cultivo. Sin embargo, otro estudio realizado en el mismo pais, con riego por
goteo en el genotipo “Imperial Star”, no detectd diferencias en el rendimiento cuando se
irrigd con 547 mm o 726 mm (Pomares et al., 2004). El rendimiento del alcaucil también

responde positivamente a la aplicacion de enmiendas y fertilizantes, pero la seleccion de
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una dosis adecuada de N, suele ser mas compleja que la dosis de riego complementario,
dependiendo de las condiciones edaficas existentes, calidad del agua de riego, genotipo
utilizado, etc. Rincon et al. (2007), analizaron la biomasa en plena produccion del cultivar
"Blanca de Tudela", en Espafia, y determinaron que el cultivo habia absorbido 400 kg ha?
de N del suelo. Estudios similares en genotipos multiplicados por semilla del grupo de

Pomares et al. (2004), observaron que la absorciéon de N varia de 388 a 625 ha.

La aplicacion de AGs durante el cultivo de alcaucil es una practica utilizada por los
productores a fin de lograr que la produccion coincida con los momentos de mejores precios,
pero los resultados que se logran con este manejo del cultivo son bastante dispares ya que
en la respuesta de la planta juegan muchos factores tales como la edad de la misma al
momento de aplicacion, el genotipo, el clima, la dosis utilizada, el nUmero de aplicaciones,
etc. por lo que se recomienda realizar ensayos para cada region (Maroto Borrego, 2002). En
otras especies como la caléndula (Calendula officinalis), se encontré un incremento en el
contenido fendlico total y la actividad antioxidante al aumentar la concentracion de la
solucién aplicada de AGs de 0 a 250 mg I, cuando las mismas eran aplicadas en tres
etapas fenol6gicas del cultivo (Sardoei et al., 2014). En alcaucil, Sharaf Eldin et al. (2007)
encontraron variaciones en el contenido de acido clorogénico y cinarina, en hojas y

capitulos, con aplicacién de AGs; en distintos momentos del ciclo del cultivo.

Por otro lado, varios autores difieren al establecer en qué parte de la planta se
encuentra la mayor proporcién de compuestos activos. Fratianni et al. (2007) y Latanzio et
al. (2005), cuantificaron los polifenoles totales en las hojas y capitulos, demostrando que
siempre estan presentes en mayor cantidad en estos Ultimos, contrariamente a lo que
establece Moglia (2005), quien sostiene que el mayor contenido se encuentra en las hojas.
Segun Fritsche et al. (2002), las hojas, los tallos y la raiz, excluyendo a los capitulos,
contienen &cidos fendlicos, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas que son los
constituyentes que le confieren actividad sobre el colesterol, mientras que para Nicoletti et
al. (2005), los compuestos de la parte comestible siguen siendo poco conocidos y Lombardo
et al. (2009), sostienen que la fraccion fendlica presente en diferentes partes de la planta

varia en relacion a factores bioéticos y abioticos.
Actualmente se conoce que existen diferencias en la composicion quimica de

diversas partes de la planta dadas por los diferentes genotipos o variedades (Curadi et al.,
2005; Sonnante et al., 2006, Moglia et al., 2008; Lombardo et al., 2010; Pagnota et al.,
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2012). Pandino et al. (2011a), investigaron el perfil fendélico y la capacidad antioxidante en
hojas y tallos florales de seis genotipos de alcaucil y también hallaron diferencias entre ellos.
Por ejemplo el contenido total de acidos cafeoilquinicos en las hojas de “Altilis” fue de 0,3 g
Kg?! de material seco y en “Violeta de Sicilia” de 2,4 g Kg* de material seco. Hoy en dia el
mejoramiento de este importante cultivo deberia estar basado en los aspectos cualitativos y
cuantitativos del producto, el valor nutricional y elevado contenido de antioxidantes naturales
para promocion de la salud con eficacia y seguridad. En los paises de mayor produccion de
alcaucil, como por ejemplo ltalia, la tradicional difusiébn de cultivares locales por la
propagacion vegetativa ha permitido el mantenimiento de una gran variedad de
germoplasma de alto valor cualitativo, previniendo la pérdida de biodiversidad (Pagnota et
al., 2012).

Los antecedentes sobre los multiples aspectos del cultivo de alcaucil que se han
estudiado en el mundo, ponen en evidencia que se han realizado escasos estudios que
evalien el impacto de los manejos de cultivo en la calidad nutricional, morfologia y
productividad de los genotipos de alcaucil creados en la Facultad de Ciencias Agrarias,
UNR.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar la influencia del riego, la fertilizacion y la aplicacién de acido giberélico,
en variables quimicas, estructurales, morfologicas y productivas, de diferentes partes de la

planta y dos rangos de cosecha, en cultivares FCA-UNR.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de trabajo

Los experimentos a campo se realizaron en la Seccion de Horticultura de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario, Campo Experimental J.
Villarino (Figura 7), ubicado en la localidad de Zavalla, Santa Fe, Argentina (33°01'S;
60°53°0), durante el afio 2013.

Seccién C Kby Facultad de Ciencias Agrarias
Horticultura & *

4= Edificio o 8
“Central L F

Figura 7: imagen satelital del Campo Experimental J. Villarino, en el cual se ubica la
Seccioén de Horticultura y el Edificio Central de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad

Nacional de Rosario. Localidad de Zavalla, Santa Fe, Argentina.

2. Caracteristicas del suelo, agua de riego y condiciones climéaticas

El cultivo se realizé en un suelo Argiudol Vértico, serie Roldan. Las caracteristicas
principales del suelo en la capa superficial de 0-20 cm y 20-40 cm fueron determinadas en el
servicio de Andlisis de Suelos de la catedra de Edafologia, Facultad de Ciencias Agrarias,
UNR (Tabla 1)
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Tabla 1: Caracteristicas edaficas medidas a 0-20 cm y 20-40 cm en el lote de cultivo y su

valoracién agronémica

0-20 cm 20-40 cm
_ o Método Valoracion Valoracion
Propiedad edafica Resultado . |Resultado _
empleado Agrondmica Agronémica
% Carbono Walkley-Black® 1,71 medio 1,21 escaso
% Materia Organica Walkley-Black® | 2,95 medio 2,09 escaso
ppm Nitratos Harper® 49,89 medio 54,17 medio
o Bray-Kurtz®
ppm Fésforo asimilalbe 63,96 muy alto 40,01 muy alto
pH en agua (1:2,5) Electrométrico® | 7,51 subalcalino 7,28 neutro
pH potencial (1:2,5 KCI) | Electrométrico® n/d - n/d -
Conductividad eléctrica 0,15 no salino 0,140 no salino
(1:2,5) (mmhos/cm)
CIC (me 100 g*) Acetato de 22,7 23,5
amonio®

Calcio (me 100 g?) 11,6 13,8
Magnesio (me 100 g?1) 1 1,8
Sodio (me 100 g?) 0,9 0,2
Potasio (me 100 g?) 2,5 2,1
% de saturacion de 51 59
Calcio
% de saturacion de 4 38
Magnesio
% de saturacion de 4 1
Sodio
% de saturacion de 11 9
Potasio
% Humedad Gravimétrico® 11,6 10,8

Dwalkley & Black (1934); @SAMLA (2004) SAGPyA, Direccion de Agricultura; ®Norma
IRAM-SAGPYA 29570-1 (2010); “Norma IRAM-SAGPyA 29574 (2009); ®Norma IRAM

21322:2006.

Para el riego complementario se utiliz6 agua de pozo, cuyo andlisis fisico, quimico y

bacterioloégico fue realizado en el Centro de Ingenieria Sanitaria, Facultad de Ciencias

Exactas, Ingenieria y Agrimensura de la Universidad Nacional de Rosario (Tablas 2 y 3).
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Tabla 2: Analisis fisico y quimico del agua de pozo de la Seccion de Horticultura, Facultad

de Ciencias Agrarias, UNR

Parametro analizado Método empleado @ Resultado
Color (UC) Platino-Cobalto <2
Turbiedad (UNT) Nefelométrico 0,8
pH Electrométrico 8,3 190
Conductividad (uS cm™) Conductimétrico a 25 °C 1200
Sélido Totales (mg L) Secado a 180 °C 770
Alcalinidad Total (CaCosz mg L) Titulométrico ¢/H2S0O4 630
Dureza Total (CaCoz mg L) Titulométrico ¢/EDTA 80
Calcio (Ca?* mg L) Titulométrico EDTA 17
Magnesio (Mg mg L?) Calculo Dif. Dureza y Calcio 9
Cloruro (CI' mg/L) Argentométrico <10
Sulfato (SO4* mg L) Nefelométrico 40
Nitrato (NOsz mg L?) Espectrofotometria UV 17
Nitrito (NO2 mg L) Espectrofotométrico <0,02
Amoniaco (NHs* mg L) Nessler <0,05
Fluoruro (F mg L?) Electrométrico 2,0
Arsénico Total (As pg L) Espectrofotometria de Absorcion 70

Atomica Electro-Térmica
Hierro Total (Fe mg L) Ferroina <0,01
Manganeso Total (Mn mg L) PAN <0,05
Sodio (Na* mg L) Espectrofotometria de Emision Atémica 320
Potasio (K* mg L™?) Espectrofotometria de Emision Atémica 15

@ APHA, AWWA, WEF. Standard Methods for Examination of Water and Wastewater.22
Ed. 2012.
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Tabla 3: Analisis bacteriologico del agua de pozo de la Seccion de Horticultura, Facultad de

Ciencias Agrarias, UNR

Parametro analizado Método empleado @® Resultado
Bacterias Heterotrofas Totales Recuento en placa. SM 9215 B. 200
35°C — 48 hs. (UFC mL™?)
Bacterias Coliformes Totales Tubos Mdltiples. SM 9221 B. <2,0
35°C — 48 hs. (NMP 100 mL™?)
Bacterias Coliformes Fecales Tubos Mdltiples. SM 9221 E. <2.0
44,5°C — 24 hs. (NMP 100 mL?)
Pseudomonas aeruginosa Asparagina/Acetamida SM 9213F | Ausencia
Precencia 6 Ausencia por 100 mL

@ Standard Methods for Examination of Water and Wastewater.22nd Ed. 2012. APHA.
AWWA

Las condiciones meteoroldgicas en el periodo de cultivo y cosecha se muestran en
la Figura 8. Fuente: Estacion Agrometeorolégica de la Facultad de Ciencias Agrarias de
Zavalla-UNR/Cétedra de Climatologia Agricola.
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Figura 8: condiciones climaticas durante el afio 2013; temperatura (°C) y humedad relativa

(%) del aire en valores promedio para cada mes y lluvia mensual acumulada (mm)

Durante los meses de menor temperatura media mensual, se registraron algunos
dias de heladas (temperaturas por debajo de 0 °C); en el mes de mayo ocurrié una, en junio
cuatro, en julio cinco y en agosto ocho. Las temperaturas bajas mas extremas fueron

registradas en julio y agosto.
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3. Material Vegetal

Los genotipos utilizados fueron el cultivar Gauchito FCA (GA), Guri FCA (GU) y Oro
verde FCA (OV), (Figura 9), creados por Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Rosario, e inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares. La descripcion
morfoldgica y genética de estas plantas fue reportada por Lépez Anido et al. (2005) y Cointry

et al. (2005), cuyas caracteristicas se mencionan a continuacion:

- "Gauchito FCA" N° 9330. Cabeza globular, compacta, brillante de color verde claro con un
peso aproximado de 223 g; la cosecha comienza en la segunda quincena de septiembre;
alto rendimiento (17 t ha).

- “Guri FCA” N° 9331. Globular, compacto, abigarrado (verde purpura), follaje verde glauco,
la cabeza pesa aproximadamente 220 g; la cosecha comienza durante la primera quincena

de octubre; alto rendimiento (15t ha?).

- "Oro Verde FCA" N° 6814. Alcachofa globular, compacta, de color verde claro con ligera
pigmentacion purpura en la base de bracteas, con un peso aproximado de 195 g, la cosecha

comienza en la segunda quincena de septiembre; alto rendimiento (13 t ha?).

Gauchito FCA Guri FCA Oro Verde FCA

Figura 9: capitulos de los genotipos utilizados de la Facultad de Ciencias Agrarias

(reproduccion por hijuelo)

Rotondo, Rosana y Escalante, Andrea M., depositaron el voucher specimen de
cada uno de los cultivares en el herbario de la FCA-UNR, siendo etiquetados como GA001-
UNR10450, GU002-UNR10451 y OV003-UNR10452 (diciembre 2016).

Los experimentos se realizaron sobre un lote de 160 plantas de cada cultivar,

implantado a partir de hijuelos en 2012 con una densidad de 0,9 plantas por m? (1,4 m entre

hileras y 0,8 m dentro de la hilera). El cultivo fue mochado a fines de dicho afio, luego de
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efectuarse la primera cosecha. A principios de 2013 las plantas emitieron numerosos
hijuelos, de los cuales se eligié uno y los demas se extrajeron. El cultivo se condujo para
lograr un adecuado crecimiento, realizando en forma convencional las labores culturales de
control de plagas y enfermedades. El manejo de las malezas se efectué mecanicamente por
medio de implementos manuales y maquinaria para el descortezado, carpida, aporcado y
desmalezado. Durante su segundo ciclo de produccién (2013), se aplicaron los tratamientos

y realizaron las evaluaciones de las diversas variables.

4. Tratamientos (manejos de cultivo)
Las plantas de los diferentes genotipos recibieron los siguientes tratamientos:

T1 -Fertilizacién: segun los analisis de suelo a 20 y 40 cm de profundidad y en funcion de
los requerimientos del cultivo, se aplicaron 45 g por planta de fertilizante nitrogenado (Urea;
46% de N), suministrado en tres momentos con 15 g el 10/06, 03/07 y 13/08/2013

respectivamente.

A partir del analisis del suelo donde se realiz6 el experimento (Tabla 1), se calcul6 el

aporte de cada elemento presente en el terreno (Tablas 4 y 5).

Tabla 4: Kg disponibles de Nitrogeno y Fésforo en el suelo del experimento a los 20 y 40

cm de profundidad

Mineral ppm Kg hat Total Disponibilidad | Requerimiento
0-40 cm Kg hat Kg hat
Nitrogeno  0-20 49,9 124,75
cm de nitratos | de nitratos 260,17 58,79 de
Nitr6geno 20-40 54,17 de 135,42 de Nitratos Nitr6geno 250
nitratos de nitratos
Fo6sforo 0-20 cm 63,96 160
de Fosforo de 260 260
asimilable Fosforo de Fésforo de Fésforo 545
Fésforo  20-40 40,01 100
cm de Foésforo de
asimilable Fésforo
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Tabla 5: Kg disponibles de Calcio, Magnesio, Sodio y Potasio en el suelo del experimento a

los 20 y 40 cm de profundidad.

Mineral me 100gt | mg Kg™* Total Disponibilidad | Requerimiento
0-40 cm Kg hat Kg hat
mg Kg™*

Calcio 0-20 cm 11,6 464
1016 2540 150
Calcio 20-40 13,8 552
Magnesio 1 243
0-20 cm 68,04 170,1 40
Magnesio 1,8 43,74
20-40 cm
Sodio 0-20 cm 0,9 20,7 _
: 25,3 63,25 sin dato

Sodio 20-40 cm 0,2 4.6
Potasio 0-20 2,5 97,5

: 179,4 448,5 350
Potasio 20-40 cm 2,1 81,9

De acuerdo a los requerimientos del cultivo y la cantidad presente en el suelo, se

determiné que el fertilizante necesario para cubrir dicha demanda era solamente el
Nitrégeno (N). La diferencia entre los requerimientos y la disponibilidad fueron 191 Kg de N
ha (414 Kg de Urea), de los cuales le corresponderia 45 g a cada planta aproximadamente.
Para los calculos de fertilizante se consideré una densidad aparente de 1,25 g por cm?. El
fertilizante solido granulado se coloc6é en la base de la planta (Figura 10) y luego se
incorpor6 al suelo. Durante el crecimiento vegetativo y la etapa reproductiva (marzo a
noviembre) las plantas recibieron 543 mm de agua de lluvia y 210 mm de riego
complementario por goteo, para cubrir las necesidades en los periodos de menores

precipitaciones.
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Figura 10: aplicacion de urea en cada planta.

T, —Riego complementario: aplicacion de 210 mm de riego por goteo, de marzo a
noviembre 2013, en los periodos de menores precipitaciones, a fin de complementar la
demanda del cultivo. Se utilizaron cintas de polipropileno con laberinto incorporado a una
distancia de 33 cm entre cada uno. Se hicieron las pruebas correspondientes en el lote a
regar, calculando los m?, el nimero y largo de las lineas de cintas con goteros, manteniendo
un Kg de presion constante en el cabezal de riego. Se realizaron repetidas mediciones del
agua caida en cada gotero en frecuencias de tiempo de cinco minutos. Una vez estabilizado,
el sistema de riego localizado entregaba 3 mm de agua por m? en cada hora de riego. En los
periodos que el cultivo no recibié agua de lluvia, se reg6 durante una hora, tres veces por

semana. Las plantas recibieron 543 mm de agua de lluvia.

Ts —Acido giberélico (AGs): aplicaciones de 30 ml por planta de solucién acuosa de AGs;
(concentracién 60 ppm), el 09/05 y el 17/06/2013. La solucion aplicada fue preparada en el
Laboratorio Central de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNR, con acido giberélico (AGs)
3,90% (Research Organics Inc.), adquirido en Sigma Aldrich. La primera aplicacion de AGs
se realizé cuando las plantas tenian al menos entre 6 y 8 hojas expandidas totalmente,
mediante una mochila manual, asperjando sobre el apice de la planta y la base de las hojas
(Figura 11). La dosis se estableci6 en base a estudios de Garcia et al. (2010) para dos

genotipos FCA cuando fueron comparados con el cultivar Francés.
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Figura 11: aplicacion de &cido giberélico en el cultivo de alcaucil, el 09/0572013

Cada diez plantas se control6 la presion de la mochila y se ajusté la misma para
realizar la aplicacion en forma uniforme. Las plantas recibieron 543 mm de agua de lluvia y

el mismo riego complementario que Ty y T».

T4 =Sin aplicacion de riego, fertilizaciéon ni AGs: no se aplic6 ninguno de los manejos

mencionados anteriormente.

En tres lotes de 160 plantas de cada cultivar, se aleatorizaron los tratamientos con
algunas restricciones debidas al sistema de riego localizado que se utilizé. La red de
cafierias “madre” y “submadre”, donde se conectan las cintas de riego no permiten lotes

aislados o entrecortados para el suministro de agua.

La cosecha manual de capitulos fue desde el 23/09 al 28/10/2013 para el cultivar GA,
desde 08/10 al 28/10/2013 para GU y desde el 30/09 al 30/10/2013 para OV.
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5. Conformacioén de las muestras

De cada cultivar y manejo de cultivo (tratamiento), se cosecharon la totalidad de
capitulos de calidad comercial, producidos por planta. Se tomaron al azar 12 capitulos del
primer orden de cosecha o primarios y se conformaron las muestras para la medicion de las
diferentes variables. De igual manera se procedié con los capitulos del segundo orden de
cosecha o secundarios. A cada uno se le extrajeron las bracteas de manera centripeta
(Figura 12 A). Las diez primeras conformaron el grupo que representa una muestra de las
bracteas externas (BE), desde la 21 a la 30 el de bracteas medias (BM) y de la 41 a la 50

bracteas internas (BI). El fondo (F) es el receptaculo carnoso (Figura 12 B).

Figura 12: conformacion de las muestras de bracteas externas, medias, internas y fondo, en

capitulos de alcaucil primarios y secundarios.

Por otro lado se extrajo una hoja del estrato medio de diez plantas de cada cultivar y
tratamiento, tomando la secciéon media del limbo para obtener una muestra compuesta, es
decir se corto la seccion basal y apical de las hojas (Figura 13). Este procedimiento se
realiz6 en plantas en periodo reproductivo, luego de haber cosechado todos los capitulos

con calidad comercial.

Figura 13: conformacion de las muestras de hojas de alcaucil en estado reproductivo.

29



La preparacion de las muestras y la medicion de la mayoria de las variables se
realizé en el Laboratorio Central de la FCA-UNR (33° LS y 61° LO).

6. Variables medidas

6.1. Variables quimicas y estructurales
6.1.1. Contenido de acidos clorogénico y dicafeoilquinicos

Para medir el contenido de &cido clorogénico (AC) y de acidos dicafeoilquinicos
(DCQ) se prepararon extractos metanolicos. Se selecciond del freezer el material vegetal
almacenado a -80°C. En el caso de las bracteas se separ6 la base carnosa (Figura 14 A), el
receptaculo carnoso se cortd en trozos pequefios retirando el tejido pardeado (Figura 14 B)

y finalmente las hojas (limbo y nervaduras) se cortaron en trozos pequefnos (Figura 14 C).

Figura 14: acondicionamiento del material vegetal para preparacion de los extractos,
bracteas (A), fondo (F) y hojas (C).

Se pesaron diez g de material vegetal fresco trozado usando balanza Scaltec SBA
(MAX. 4200 g; d=0,1 g). Cada material se macerd durante 30 minutos con 100 ml de
metanol calidad analitica (Cicarelli), con agitacion magnética a 200 rpm (agitador Decalab
Fbr), a 25°C y con proteccion de la luz con papel aluminio (Figura 15 A). Posteriormente se
filtré y se coloco el extracto filtrado en frasco color ambar de 250 ml (Figura 15 B). El residuo
de filtracién fue extraido siguiendo el mismo procedimiento y el extracto resultante fue
reunido con el anterior. De esta manera se procedié para cada muestra y los frascos se

guardaron en heladera a 4°C hasta su andlisis.

Durante la preparacion de los extractos se siguieron las indicaciones del Manual de

Higiene y Seguridad del Laboratorio de la FCA (Manual de procedimientos, Resolucion CD
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N° 455/2014) y el Reglamento general para el funcionamiento del laboratorio central FCA
(Resolucion CD N° 148/88).

Figura 15: proceso de obtencion de extractos de alcaucil; macerado en metanol (A); filtrado

y envasado (B).

El analisis quimico se realizd6 en el Instituto de Investigaciones para el
Descubrimiento de Farmacos de Rosario (IIDEFAR-UNR-CONICET), bajo la direccién del
Area de Quimica del Dr. Ricardo Furlan y en el laboratorio de Espectrometria de Masa del

Centro Cientifico Tecnolégico de Rosario, Argentina.

Se colocé un ml de extracto por vial (Figura 16 A), correspondiente a la muestra de
cada cultivar y tratamiento. Todas las muestras se ordenaron en el autosampler del equipo
(Figura 16 B), y se analizaron mediante HPLC-UV o por HPLC-HRMS Agilent 1200 acoplado
a un detector UV / Vis y a un espectrometro de masa MicroTOF-Q Il (Bruker Daltonics, MA,
EE. UU.) (Figura 16 C), equipado con una fuente de iones por electrospray (ESI), o usando
un cromatografo de liquidos Agilent 1260 acoplado a un detector UV / Vis (Figura 16 D). Los
extractos fueron analizados a longitud de onda A=330 nm, con volimenes de inyeccion de
cinco pl en columna Cis. La elucion en gradiente para LC, dada como tiempo (min) / canal B
(%), fue: 0/8, 21/25, 22/100, 25/100, 27/8, 30/8, fue utilizada para extractos de bracteas (LC
método [); y se utiliz6 como gradiente 0/8, 16/25, 21/25, 23/100, 26/100, 27/8, 30/8, para
extractos de hojas (método Il de LC). Las mediciones de HRMS se registraron en modo de
ionizacion negativa con gas de nebulizacién a 0,6 bar, gas de secado 4,0 | min y 180° C,

capilar 2800 V y compensacion de placa final a -500 V. Se usoé el software Data Analysis 4.0
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SP1 (Bruker Daltonics GmbH, Alemania), para el analisis de cromatogramas y espectros de

masa.

Figura 16: extractos en viales (A); bandeja del autosampler (B); cromatégrafo de liquidos de
alta eficiencia acoplado al detector UV / Vis (Agilent 1200) y al espectrémetro MicroTOF-Q Il
(Bruker Daltonics) (C) y cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia acoplado a detector UV /
Vis (Agilent 1260).

El &cido clorogénico (AC) o monocafeoilquinico se cuantificé en relacion con el
estandar analitico (1) y los acidos dicafeoilquinicos (DCQ) se cuantificaron en relacion con el
estandar analitico (2), cuya estructura quimica se puede observar en la Figura 17. El
contenido de estos compuestos en los extractos fue determinado por extrapolacion del area
bajo sus curvas cromatogréficas en los extractos respecto a la concentracion resultante de
sus curvas de calibracion obtenidas con los patrones de cada uno.
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Figura 17: estructura del &cido clorogénico (AC) (1) y acido dicafeoilquinicos (DCQ) (2)

Los experimentos se realizaron por triplicado a partir de extractos de muestras
compuestas por 15 BE, BM y BI; dos F, extraidos de diferentes capitulos, tanto primarios
como secundarios; y en el caso de las H, la unidad experimental estaba compuesta de 10
hojas del estrato medio de plantas diferentes, como se mencion6 previamente. En todos los
casos las repeticiones fueron de cada cultivar y tratamiento aplicado y los resultados se
expresaron en mg kg?, correspondientes a los mg de AC o mg de DCQ contenidos en un kg
de material vegetal fresco.

6.1.2. Pardeamiento del fondo

Para medir el pardeamiento en el fondo, éste se cortd en su eje longitudinal con
cuchillo de cerdmica (Figura 18 A). En una mitad del capitulo se midi6 la luminosidad (L*)
utilizando la escala CIELab (Westland, 2001), mediante un colorimetro Chromameter CR300
Minolta (Figura 18 B). Se realizaron tres mediciones sobre el receptaculo, en los dos
extremos y en el centro, en el momento inicial (Mo) inmediatamente después de realizado el
corte (Figura 18 C) y a los 10 minutos del mismo (M) (Figura 18 D). El valor de L* en cada
momento es un promedio de los tres disparos que realiza el colorimetro en cada muestra. El
parametro L* representa el porcentaje de reflectancia y sus valores van desde cero (negro) a
100 (blanco), por lo tanto, el delta L* (L* en M1 — L* en My) tiene valores negativos conforme

a gue el tejido se va oscureciendo luego del corte.
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Figura 18: pardeamiento del fondo, corte longitudinal (A); medicidon de L* con colorimetro

(B); momento del corte (Mo); a los 10 minutos del corte (My).

Se realizaron seis repeticiones por cultivar y tratamiento, en capitulos primarios y
secundarios. La unidad experimental fue el fondo de un capitulo.

6.1.3. Fibra insoluble total

Para determinar la fibra insoluble total en Bl, BM, BE y F, se utiliz6 el método de
separacion mecanica de elementos fibrosos de Kramer y Twig (1973). Las muestras
congeladas (Figura 19 A) se hirvieron 15 min en vasos de precipitado de 250 ml con 200 ml
de agua (Figura 19 B) y se trituraron con procesadora Minipimer (Philips) durante 15
segundos en 100 ml de agua. Luego se paso toda la muestra por tamices de malla de 0,055
mm y se lavd hasta obtener la porcion insoluble retenida en la malla (Figura 19 C). Las
muestras se colocaron en bandejas de papel aluminio (Figura 19 D) y se secaron en estufa
a 60°C hasta peso constante (Figura 18 E), se pesaron y se refirieron al peso total de la

muestra fresca antes de ser congelada, en %.
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Figura 19: procedimiento para medicion de fibra insoluble total. Muestra de fondos (A);
tratamiento con calor (B); procesado y lavado (C); muestras para colocar en estufa (D);

material seco (E).

Se realizaron seis repeticiones de cada cultivar y tratamiento, siendo la unidad
experimental, las muestras compuestas por diez BE, BM y Bl y dos mitades de fondos,
extraidos de dos capitulos distintos. Se evaluaron tanto capitulos primarios como

secundarios.

6.2. Variables morfolégicas y color
6.2.1. Relacién alto/diametro del capitulo y Relacién alto/ancho de bracteas

En los capitulos cosechados se efectuaron las mediciones de alto maximo, desde la
base de las bracteas externas hasta el apice y su ancho maximo en su eje ecuatorial, en cm.
Se utilizé un calibre y se ajusté suavemente para uniformar la compacidad de las bracteas
exteriores (Figura 20). Luego se hizo el cociente de ambas medidas, obteniendo la relacién
alto/diametro (RAD).
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Figura 20: medicion del diametro ecuatorial del capitulo entero.

Se realizaron seis repeticiones por cultivar y tratamiento, en capitulos primarios y
secundarios. La unidad experimental fue el capitulo entero.

Para determinar las medidas de cada estrato de bracteas, se extrajeron de cada
capitulo las muestras de BE, BM y Bl como se mencion6 anteriormente y se seleccionaron 3
de cada nivel a las que se le midieron el alto y el ancho méaximo, en cm (Figura 21 A). Se
utilizé una regla y se presioné suavemente para extender la curvatura de las bracteas
(Figura 21 B). Luego se hizo el cociente de ambas medidas, obteniendo la relacion
alto/ancho (RAA). Si esta relacién es similar a uno, las bracteas tienen forma esférica,

mientras que cuando la misma es superior a uno, las bracteas son mas alargadas.

Figura 21: alto y ancho méaximos en bracteas internas (Bl), medias y externas (A); medicion
de ancho en bractea (B).

Se realizaron seis repeticiones cuya unidad experimental fueron las medidas
promedio de tres BE, BM y Bl de cada capitulo evaluado.
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6.2.2. Ancho y alto del fondo

Para determinar las medidas del fondo, se cortd el capitulo en su eje longitudinal con
cuchillo de cerdmica y en una mitad del mismo se midié con una regla el ancho y alto del
receptaculo, en cm. Se considerdé el ancho maximo entre la insercion de las bracteas

externas y el alto desde la insercion de las flores y hasta un cm de tallo floral (Figura 22).

Figura 22: ancho y alto maximos del fondo

Se realizaron seis repeticiones por cultivar y tratamiento, en capitulos primarios y

secundarios. La unidad experimental fue el fondo de cada capitulo.

6.2.3. Color de bracteas

Para determinar el color en BE, BM y Bl se midi6 el parametro L* que representa la
luminosidad del color con valores que van del 0 (blanco) al 100 (negro); el parametro a* es
la variacion entre rojo (+60) y verde (-60), mientras que b* entre amarillo (+60) y azul (-60),
representados en la Figura 23.
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Figura 23: representacion de los parametros L* (luminosidad), a* (variacion de colores del
rojo al verde) y b* (variacion de colores del amarillo al azul).

Fuente: https://sensing.konicaminolta.us/mx/blog/entendiendo-el-espacio-de-color-cie-lab/

Se utilizé la escala CIELab (Westland, 2001), mediante un colorimetro Chromameter
CR300 (Minolta), obteniendo el valor promedio de tres disparos, dos en la base y uno en el

apice, realizados en el haz de las bracteas (Figura 24).

Figura 24: medicion de color en bracteas con colorimetro Chromameter CR300 (Minolta)

Luego se aplico la siguiente férmula, utilizando L* a* y b*, para obtener el indice de
color (IC):

a* x 1000
IC=
L* x b*
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La interpretacion de los valores del indice de color puede realizarse con los siguientes
rangos:

- Entre -40 a -20, su valor relaciona los colores que van desde el azul-violeta al verde
profundo.

- Entre -20 a -2, los colores que van del verde profundo al verde amarillento.

- Entre -2 a +2, representa el amarillo verdoso.

- Entre +2 a +20, los colores que van desde el amarillo palido al naranja intenso.

- Entre +20 a +40, los colores que van desde el naranja intenso al rojo profundo.

Se realizaron seis repeticiones cuya unidad experimental fueron las medidas

promedio de tres BE, BM y Bl de cada capitulo primario y secundario evaluados.

6.3. Variables productivas
6.3.1. Rendimiento en peso fresco del cultivo

Durante la etapa productiva del cultivo se comenzé con la cosecha de los capitulos
primarios, una vez que los mismos alcanzaron su maximo tamafio, formando una cabeza
compacta. Luego se prosiguié cosechando los sucesivos capitulos hasta que los mismos
pesaron 100 g. La totalidad de Kg cosechados en el lote evaluado se dividio por la densidad
de plantas por m? y se obtuvo el rendimiento por unidad de superficie, para cada tratamiento

y genotipo (kg m?).

6.3.2. Peso fresco del capitulo

Los capitulos cosechados para medir la RAD se pesaron en una balanza Scaltec

SBA (MAX. 4200 g; d=0,1 g), para obtener el peso del capitulo entero, en g.

Se realizaron seis repeticiones por cultivar y tratamiento, en capitulos primarios y

secundarios. La unidad experimental fue el capitulo entero.

39



6.3.3. Peso fresco del fondo y bréacteas

Luego de determinar el peso fresco de los capitulos enteros, los mismos se
sometieron al proceso de conformacién de las muestras de los diferentes estratos de
bracteas para medir las variables, como fue explicado previamente en la Figura 12. Se
pesaron el conjunto de las diez BE, diez BM, diez Bl y el fondo, en g, como se describioé en
la seccién 3.5.Conformacion de las muestras y variables medidas. Antes de pesar el fondo,
se quitaron las estructuras florales rudimentarias que se asientan sobre el receptaculo
carnoso. La muestra representativa de cada conjunto de bracteas, complementa a la
variable de peso medio total de capitulo primario y secundario, brindando una idea de la

proporcion de cada estrato de las mismas.

Se realizaron seis repeticiones de cada cultivar y tratamiento, siendo la unidad
experimental el conjunto de diez bracteas dentro de cada estrato y el fondo de un mismo

capitulo, tanto primario como secundario.

6.3.4. Peso seco del fondo y bracteas

Para determinar peso seco, el material seleccionado se peso6 y se coloc6 en estufa
en bandejas de papel aluminio, hasta peso constante (Figura 25). El peso seco obtenido se
refirio al peso fresco, expresado en %. Se realizaron seis repeticiones de cada cultivar y
tratamiento, siendo la unidad experimental, muestras compuestas por cinco BE, BM y BI;
dos mitades de fondos, extraidos de dos capitulos distintos, tanto primarios como

secundarios.

Figura 25: material fresco de fondos (A) y seco (B) en estufa 60 °C hasta peso constante
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6.3.5. NUmero de capitulos por planta

La cosecha se realiz6 identificando los capitulos de cada planta, logrando asi el dato
del numero total de capitulos. Se consideraron las plantas que habian producido como

minimo cinco capitulos.

6.3.6. Precocidad

La precocidad se midié contando los dias desde la primera aplicacién de AGs hasta

la cosecha del capitulo primario de cada planta (dias a cosecha).

7. Andlisis estadistico
En un lote implantado de 160 plantas de cada uno de los tres genotipos (segundo
afio de cultivo) y con los tratamientos aplicados con restricciones debido al riego localizado,

se analizo el efecto de los tratamientos dentro de cada genotipo.

El modelo estadistico es el siguiente:

Yij=p+Ti+eij

Donde:

Y ijk= valor observado en la unidad experimental
M = media general del ensayo
Ti = efecto del tratamiento

€ij = término del error

Se analizé la normalidad con la prueba de Shapiro Wilks y la homogeneidad con la
prueba de Levene para cada variable y se aplic6 un ANAVA y la prueba de Duncan para
aquellas de distribucion normal, mientras que Kruskal Wallis fue aplicado para las variables
de distribucion no normal. El programa estadistico utilizado es INFOSTAT (Di Rienzo et al.,

2016).
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Puesto que el disefio experimental a campo no presenté la aleatorizacion de los genotipos, se
decidid utilizar una aproximacion de analisis descriptiva por un método multivariado para visualizar
el efecto de los genotipos y el manejo sobre todas las variables estudiadas. Se realiz6 un analisis
multivariado de componentes principales, estableciendo relaciones entre todas las variables,
los genotipos y los tratamientos, utilizando los valores promedios de cada variable para
poder visualizar mejor en el grafico la relaciéon de cada una con los genotipos, tratamientos y
vectores, en capitulos primarios y secundarios. El programa estadistico utilizado para el
analisis fue INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2016).

Para todas las variables, los gréaficos fueron realizados utilizando los valores medios

de cada tratamiento, con su correspondiente error experimental.

RESULTADOS

Es preciso enfatizar que los resultados obtenidos en los experimentos realizados en
esta primera etapa, corresponden solamente a un afio de aplicacion de los tratamientos o
manejos de cultivo (2013), sobre los tres cultivares obtenidos en la Facultad de Ciencias

Agrarias, UNR (Gauchito, Guri y Oro verde).

1. Variables quimicas y estructurales
1.1. Contenido de &cidos clorogénico y dicafeoilquinicos

En el genotipo GA no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos o

manejos de cultivo aplicados, tanto en el contenido de AC como de DCQ (Figura 26).

Dentro del capitulo, el contenido de principios activos sumando AC y DCQ vy
promediando los tratamientos fue de 1194 mg kg'de peso fresco en el F; 9799 mg kg* de
peso fresco en las Bl; 5057 mg kg™ de peso fresco en las BM y 1540 mg kg™ de peso fresco

en las BE, mientras que en las H fue de 1004 mg kg™ de peso fresco (Figura 26).
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Figura 26: contenido de acido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg! de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (Bl), bracteas
medias (BM), bracteas externas (BE) de capitulos primarios y en hojas (H) de plantas del
genotipo Gauchito, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; T3 -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
giberélico. Letras iguales dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican que no

hubo diferencias estadisticas entre tratamientos al 5 %, segun prueba de Kruskal Wallis.

A diferencia de lo encontrado en capitulos primarios, en los capitulos secundarios de
GA, se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el contenido de AC de las
Bl. Las plantas con T4 o control presentaron el mayor contenido (8215 mg kg de peso
fresco) respecto a las plantas con T2 (2539 mg kg™ de peso fresco). El contenido de DCQ es

mayor que el de AC en todas las partes del capitulo y notoriamente mayor en Bl (Figura 27).

Se detectaron valores superiores de AC en BI de capitulos secundarios respecto a
los primarios (p<0,05), con valores medios de 4937 y 3032 mg kg* de peso fresco
respectivamente. Se observaron también diferencias entre 6rdenes de cosecha para DCQ
(p<0,01), cuyo contenido medio en secundarios fue de 11719 mg kg de peso fresco y en
primarios de 6767 mg kg de peso fresco (Figura 27 respecto a Figura 26). Este resultado
es muy interesante ya que la calidad quimica en cuanto al contenido de acidos
cafeoilquinicos en el cultivar GA se mantiene o0 es superior en capitulos secundarios y se

podria esperar que se conserve este comportamiento en los sucesivos 6rdenes de cosecha.
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Figura 27: contenido de acido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg? de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (Bl), bracteas
medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos secundarios de plantas del genotipo
Gauchito, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacién de riego, fertilizacién ni acido
giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican

diferencias estadisticas entre tratamientos al 5 %, segun prueba de Kruskal Wallis.

En el genotipo GU no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos o
manejos de cultivo aplicados, tanto en el contenido de AC como de DCQ en F, BE de
capitulos primarios y H en estado reproductivo (Figura 28). En las Bl se evidencia efecto de
los diferentes tratamientos en el contenido de AC (p<0,01), con valores mayores en los
capitulos de plantas con T4 (5378 mg kg™ de peso fresco) respecto a las plantas fertilizadas
(2248 mg kg™ de peso fresco). En el caso de las BM el contenido de DCQ fue mayor en las
plantas control respecto a las que recibieron riego complementario (p<0,05) con valores de

3979y 1770 mg kg respectivamente (Figura 28).
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Figura 28: contenido de &cido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg? de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (Bl), bracteas
medias (BM), bracteas externas (BE) de capitulos primarios y en hojas (H) de plantas del
genotipo Guri, con la aplicacibn de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacién de riego, fertilizacién ni acido
giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican
diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Kruskal Wallis.

En los capitulos secundarios de GU no se observaron diferencias en el contenido de
principios activos en ninguna de las partes evaluadas. Aunque no significativa, existe la
tendencia a tener valores superiores en ambos compuestos para Tz en Fy de DCQ en BI. El
contenido de DCQ es mayor que el de AC en todas partes del capitulo y notoriamente mayor
en Bl (Figura 29).

No se observaron diferencias estadisticas en los principios activos de las Bl, entre los

dos 6rdenes de cosecha.
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Figura 29: contenido de &cido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg? de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (BI), bracteas
medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos secundarios de plantas del genotipo
Guri, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacién; T2 -Riego complementario; Ts -
Acido giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Letras iguales
dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican que no hubo diferencias

estadisticas entre tratamientos al 5 %, segun prueba de Kruskal Wallis.

En el genotipo OV no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos
aplicados, tanto en el contenido de AC como de DCQ en F, bracteas de capitulos primarios
y H en estado reproductivo (Figura 30). Dentro del capitulo, el contenido de principios
activos sumando AC y DCQ y promediando los tratamientos fue de 1188 mg kg de peso
fresco en el F; 7888 mg kg™ de peso fresco en las Bl; 4970 mg kg*de peso fresco en las BM
y 1373 mg kg de peso fresco en las BE, mientras que en las H fue de 971 mg kg* de peso

fresco (Figura 30).
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Figura 30: contenido de acido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg! de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (Bl), bracteas
medias (BM), bracteas externas (BE) de capitulos primarios y en hojas (H) de plantas del
genotipo Oro verde, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T -Riego
complementario; T3 -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
giberélico. Letras iguales dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican que no

hubo diferencias estadisticas entre tratamientos al 5 %, segun prueba de Kruskal Wallis.

Se observaron diferencias entre 6rdenes de cosecha para DCQ en las Bl (p<0,09),
cuyo contenido medio en secundarios fue de 7631 mg kg™ de peso fresco y en primarios de
5170 mg kg de peso fresco (Figura 31 respecto a Figura 30). En los capitulos secundarios
se observdé el mismo comportamiento que en los primarios, sin haber diferencias
estadisticas entre tratamientos para ambos compuestos quimicos y en todas las partes del

capitulo (Figura 31).
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Figura 31: contenido de &cido clorogénico (AC) y dicafeolquinicos (DCQ) expresados en mg
Kg?! de peso fresco que fueron detectados en fondo (F), bracteas internas (Bl), bracteas
medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos secundarios de plantas del genotipo
Oro verde, con la aplicacibn de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T. -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacién de riego, fertilizacién ni acido
giberélico. Letras iguales dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican que no
hubo diferencias estadisticas entre tratamientos al 5 %, segun prueba de Kruskal Wallis

1.2. Pardeamiento del fondo

En las mediciones de diferencia de luminosidad en el F respecto al momento del
corte, se observo que la aplicacion de Ty y T, con valores de -2,7 en promedio, disminuyo el
pardeamiento respecto a Ta (-4,9), (Figura 32 A) en capitulos primarios del genotipo GA
(p<0,05). En cambio, en los capitulos secundarios no se observo diferencias entre

tratamientos (Figura 32 B).
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Figura 32: pardeamiento del fondo (delta L* entre diez minutos del corte y el momento
inicial) de capitulos primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Gauchito,
con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti1-Fertilizacion; T2 -Riego complementario; Tz -Acido
giberélico; T4 -Sin aplicaciéon de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras

indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En capitulos de GU el comportamiento fue diferente, no existiendo diferencias
estadisticas entre tratamientos, para ambos rangos de cosecha (Figura 33 A y B). En
promedio los valores de pardeamiento son mayores a los encontrados para GA.
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Figura 33: pardeamiento del fondo (delta L* entre diez minutos del corte y el momento
inicial) de capitulos primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Guri, con la
aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T. -Riego complementario; Tz -Acido
giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacién ni acido giberélico. Diferentes letras

indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.
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En capitulos primarios y secundarios de OV no se observd diferencias entre
tratamientos en la variable de pardeamiento del F (Figura 34 A y B). Los valores en

promedio son muy similares a GU, alrededor de -6,0.
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Figura 34: pardeamiento del fondo (delta L* entre10 minutos del corte y el momento inicial)
de capitulos primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Oro verde, con la
aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -Acido
giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Letras iguales indican

gue no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan

1.3. Fibra insoluble total

Respecto al contenido de fibra insoluble, los manejos de cultivo produjeron efecto
solamente en el F de capitulos primarios del genotipo GA, los cuales presentaron menor
valor de fibra con Ti (1,8%) y el mayor con T, (3,0%), mientras que los demas tratamientos
impactaron con valores intermedios (p<0,05). En los diferentes estratos de bracteas no se

encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos (Figura 35 A).

En los capitulos secundarios de GA, el % de fibra se modificé al aplicar cualquiera de
los manejos agronémicos, en BM y BE (p<0,01). EI comportamiento en ambos estratos de
bracteas es similar; en BM los menores valores se observaron para T1 (4,4%) y Ts (3,7%),
mientras que en BE el menor contenido de fibra se observé con T (7,7%) y el mayor con Ty

(10,6%), como puede observarse en la Figura 35 B.
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Figura 35: contenido de fibra insoluble total (%) en fondo (F), bracteas internas (Bl),
bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos primarios (A) secundarios
(B) de plantas del genotipo Gauchito, con la aplicacibn de manejos de cultivo. T;-
Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego,
fertilizacién ni acido giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte del capitulo, indican
diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En el genotipo GU, tanto en capitulos primarios como secundarios, los tratamientos
tuvieron efecto en todos los estratos de bracteas. El contenido de fibra insoluble en Bl y BM
de capitulos primarios fue menor con Tz (3,2% y 5,9% respectivamente) y T4 (3,0% y 6,0%
respectivamente) (p<0,01) y en BE con T3 (p<0,05), con valores de 10,0% (Figura 36 A). En
los capitulos secundarios se observo igual comportamiento, salvo que las BM presentaron
menor % de fibra solamente con Ts (p<0,01) (Figura 36 B).
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Figura 36: contenido de fibra insoluble total (%) en fondo (F), bracteas internas (Bl),
bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos primarios (A) secundarios
(B) de plantas del genotipo Guri, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T,
-Riego complementario; T3 -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
geberélico. Diferentes letras dentro de cada parte del capitulo, indican diferencias

estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En el genotipo OV, los tratamientos tuvieron efecto en BM y BE, tanto en capitulos
primarios como secundarios. Las BM de capitulos primarios provenientes de plantas con
aplicacion de T1 y Ts, disminuyeron el % de fibra (5,9% y 4,4% respectivamente) respecto a
aquellos que recibieron T, (6,7%) (Figura 37 A).
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En el caso de los capitulos secundarios, el comportamiento fue similar, presentando
las BM con T3 un valor de 3,9% y T2 4,9% (Figura 37 B). En las BE de los capitulos primarios
cuyas plantas fueron tratadas con Ts, se determind el menor contenido de fibra (8,0%),
respecto a los otros manejos de cultivo (11,5% en promedio) y en los secundarios 9,0% y

11,0% respectivamente.
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Figura 37: contenido de fibra insoluble total (%) en fondo (F), bracteas internas (BI),
bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos primarios (A) secundarios
(B) de plantas del genotipo Oro verde, con la aplicacion de manejos de cultivo. T;-
Fertilizacion; T. -Riego complementario; Ts -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego,
fertilizacién ni acido giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte del capitulo, indican

diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.
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2. Variables morfolégicas y color
2.1. Relacion alto/diametro del capitulo y Relacion alto/ancho de bracteas

En la Figura 38 A y B, se puede observar que los tratamientos aplicados no
modificaron la forma de capitulos primarios y secundarios del genotipo GA, expresada en la
relacion alto/diametro (RAD) del capitulo, con valores de 0,9 en promedio. Tampoco se
modificé la forma de las BE, medida en la relacion alto/ancho (RAA) de las mismas, siendo
1,1 en promedio.

Respecto a la RAA de las BI, se observé que con T: las mismas tuvieron forma
menos alargada en capitulos primarios (p<0,01) y en los secundarios no se observaron
diferencias. En cambio en las BM con T la forma fue mas alargada que con el resto de los
tratamientos, en capitulos primarios. En los secundarios la forma de las BM fue mas
achatada con T3 (p<0,01), resultado distinto al esperado cuando se aplica fertilizante 0 AGs
(Figura 38 A y B). Las Bl y BM, generalmente fueron mas alargadas que las BE y no

modifican la forma del capitulo entero.
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Figura 38: relacion alto/diametro de capitulo (RAD) y relacion alto/ancho de bracteas
internas (RAA BI), bracteas medias (RAA BM) y bracteas externas (RAA BE), en capitulos
primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Gauchito, con la aplicacion de
manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T2 -Riego complementario; Ts -Acido giberélico; T4 -Sin
aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte de
la planta, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de

Duncan.

En el genotipo GU tampoco hubo efecto de los tratamientos en la RAD del capitulo y
se observan valores promedios de uno, ya que la forma regular de este genotipo es mas
alargada que GA y OV. Por otro lado, los tratamientos tuvieron influencia en la RAA de Bl en
ambos rangos de cosecha (p<0,01), pero con resultados opuestos; los capitulos primarios
con T3 presentaron el mayor valor y los secundarios, el menor. En las BM de primarios y BE
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de secundarios, no se observaron diferencias entre los manejos de cultivo. En cambio en las
BE de capitulos primarios y BM de los secundarios, la RAA fue menor con Ts (Figura 39 Ay
B).
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Figura 39: relacion alto/didmetro de capitulo (RAD) y relacion alto/ancho de brécteas
internas (RAA BI), bracteas medias (RAA BM) y bracteas externas (RAA BE), en capitulos
primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Guri, con la aplicacion de manejos
de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; T -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion
de riego, fertilizacién ni acido giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta,
indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.
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En OV, al igual que en los otros genotipos, no hubo efecto de los tratamientos en la
RAD del capitulo y se observan valores promedios menores a uno, como también ocurre en
GA ya que la forma regular de estos genotipos es mas achatada que GU. En la RAA de BI
de capitulos primarios se observé un mayor valor con T, y T4 (p<0,01), en cambio en los
secundarios fue con T1 (p<0,05). En las BM de ambos rangos de cosecha no se encontraron
diferencias en la RAA, con valores promedios de 1,2. En cambio, las BE presentaron forma

mas achatada con T (p<0,01) en capitulos primarios y secundarios (Figura 40 Ay B).
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Figura 40: relacion alto/diametro de capitulo (RAD) y relaciéon alto/ancho de bracteas
internas (RAA BI), bracteas medias (RAA BM) y bracteas externas (RAA BE), en capitulos
primarios (A) y secundarios (B) de plantas del genotipo Oro verde, con la aplicacién de
manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T2 -Riego complementario; Ts -Acido giberélico; T4 -Sin
aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras dentro de cada parte de
la planta, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segln prueba de

Duncan.
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2.2. Ancho y alto del fondo

Con respecto a la variable ancho del F en capitulos primarios del genotipo GA, no se
observé diferencia entre manejos de cultivo y en los secundarios, presentaron valores mas
elevados con Ty y T2 (p<0,01), como se muestra en la Figura 41 A y B. Respecto al alto del
F, se encontraron diferencias altamente significativas entre tratamientos, presentando
mayores valores con T1 y T», en ambos érdenes de cosecha. El tamafio del F, en promedio
de todos los tratamientos, fue similar en ambos rangos de cosecha, con valores de 6,2 cm
de ancho; dos cm de alto en primarios y 5,7 cm de ancho; 2,3 cm de alto, en secundarios
(Figura 41 Ay B).

ANCHO F ALTOF ANCHO F ALTOF

mT1 =T2 =uT3 T4 mT1 =mT2 =T3 T4

Figura 41: ancho y alto del fondo (F) (g) en capitulos primarios (A) y secundarios (B)
del genotipo Gauchito, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; Ts -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
giberélico. Diferentes letras dentro de cada variable medida, indican diferencias estadisticas

entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

El ancho del F en capitulos primarios de GU fue mayor con T, (p<0,01), y en
capitulos secundarios, se observo igual resultado con T1y T2 (p<0,01), como se muestra en
la Figura 42 A y B. Respecto al alto del F, se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, con menor valor en capitulos primarios con T3 (p<0,05) y no hubo diferencias
en el ancho del F en secundarios (Figura 42 A y B). El tamafio del F, en promedio de todos

los tratamientos, fue similar tanto en primarios como secundarios, con valores de 5,1 cm de
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ancho; 2,4 cm de alto en primarios y 4,6 cm de ancho; 2,3 cm de alto, en secundarios
(Figura 42 Ay B).

cm
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Figura 42: ancho y alto del fondo (F) (g) en capitulos primarios (A) y secundarios (B)
del genotipo Guri, con la aplicacion de manejos de cultivo. T;-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
giberélico. Diferentes letras dentro de cada variable medida, indican diferencias estadisticas

entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En el genotipo OV no se encontraron diferencias estadisticas en el ancho del F con
la aplicacion de los diferentes manejos de cultivo. Se observd un cm de diferencia entre
primarios (5,4 cm) y los secundarios (4,4 cm). En cambio, en el alto del F hubo diferencias
significativas, siendo los fondos con Ts de menor valor en capitulos primarios y de mayor
valor en los secundarios (p<0,01); (Figura 43 Ay B). El alto del F, en promedio de todos los
tratamientos, fue similar tanto en primarios como secundarios, con valores de 2,0y 2,2 cm

respectivamente.
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Figura 43: ancho y alto del fondo (F) (g) en capitulos primarios (A) y secundarios (B)
del genotipo Oro verde, con la aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T. -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacién de riego, fertilizacién ni acido
giberélico. Diferentes letras dentro de cada variable medida, indican diferencias estadisticas
entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

2.3. Color de bracteas

En el indice de color (IC) de las Bl del genotipo GA, se encontraron diferencias entre
los tratamientos o manejos de cultivo. Con T3 se observé un valor mas cercano a -4, es decir
un verde menos amarillento que los demas, tanto en capitulos primarios como secundarios.
En cambio, en las BM y BE no se observaron diferencias entre tratamientos para ambos
ordenes o rangos de cosecha. Los valores promedios de los tres estratos de bracteas se

mantienen en los capitulos primarios (Figura 44 A) como secundarios (Figura 44 B).
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Figura 44: Indice de color (IC) en brécteas internas (BI), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios (A) secundarios (B) de plantas del cultivar Gauchito,
con la aplicacién de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T2 -Riego complementario; T3 -Acido
giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro
de cada estrato de bracteas, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun

prueba de Duncan.

El color en el genotipo GU presenta valores muy distintos ya que su color
caracteristico es variegado con tonos verdes y violaceos, especialmente en sus BE. EI IC de
las Bl es verde amarillento con un valor promedio entre tratamientos de -2,6. En los
capitulos primarios no se encontraron diferencias significativas de IC con los tratamientos
aplicados. En los secundarios, se observaron diferencias entre los tratamientos,
presentando un valor mas cercano a -2,5 con T1 - T, (verde amarillento claro) y de -1,5 con
Ts — T4 (amarillo verdoso) en Bl. En las BM y BE no se observaron diferencias entre
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tratamientos, para ambos 6rdenes de cosecha. Los valores promedios de los estratos de BI
y BM, se mantienen en los capitulos secundarios, en cambio en las BE se observaron
valores mucho menores (6,0), respecto a los encontrados en capitulos primarios (41) (Figura
45 Ay B).
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Figura 45: Indice de color (IC) en bracteas internas (BI), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Guri, con la
aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -Acido
giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro
de cada estrato de bracteas, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun

prueba de Duncan.

En el IC de las Bl de capitulos primarios del genotipo OV, se observaron diferencias

entre los tratamientos (p<0,01), con un valor de -4,1 correspondiente a un verde mas oscuro
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0 menos amarillento que los obtenidos a partir de los demas tratamientos (en promedio -2,6
con Bl mas amarillentas). En los secundarios no se encontraron diferencias significativas. En
las BM se observaron diferencias entre tratamientos para ambos rangos de cosecha. En los
primarios el menor valor absoluto se observé con T1 (mas amarillento) y el mayor se observé
con Tz (mas verdoso); en cambio en los secundarios, los tonos mas verdosos se
presentaron en T, (p<0,05), para ambos 6érdenes o rangos de cosecha. Los valores
promedios de los tres estratos de bracteas, se mantienen en los capitulos secundario

respecto a los primarios (Figura 46 Ay B).

mT1 =T2 =T3 T4
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Figura 46: Indice de color (IC) en bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios (A) secundarios (B) del genotipo Oro verde, con la
aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -Acido
giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro
de cada estrato de bracteas, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun

prueba de Duncan

63



3. Variables productivas

3.1. Rendimiento en peso fresco del cultivo

El rendimiento del genotipo GA fue superior con la aplicacion de T1 y T2 (p<0,01),
alcanzando una producciéon de 2,1 kg m2, en promedio, respecto a los demas tratamientos
gue llegan a 1,6 kg m? (Figura 47 A). En cambio, en el genotipo GU las diferencias se
observaron entre Ts con 1,1 kg m?2y T, con 0,9 kg m? (p<0,01), con valores intermedios
para los demés tratamientos (Figura 47 B). Los rendimientos en GU disminuyen a la mitad
respecto a GA. Por ultimo, en OV los tratamientos tuvieron un efecto diferente a lo
observado en las otras cultivares, con rendimientos aun mas bajos. Con T: se pudo alcanzar
un rendimiento de 1,0 kg m? respecto al mas bajo con 0,6 kg m? que corresponde al
tratamiento control (p<0,01), con valores intermedios en los dem&s manejos de cultivo
(Figura 47 C).
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Figura 47: rendimiento en peso fresco del cultivo (kg.m?) en los genotipos Gauchito (A);
Guri (B) y Oro verde (C), con aplicaciébn de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacién; T, -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido
giberélico. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun
prueba de Duncan.
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3.2. Peso fresco del capitulo

El peso del capitulo primario en el genotipo GA fue superior con la aplicacion de T1y
T» (p<0,01), llegando a pesar 312 g en promedio, respecto a los demas tratamientos que
llegan a 245 g (Figura 48 A). Los capitulos secundarios son de menor peso, presentando el
mayor valor el T, con 250 g (Figura 48 B).

350 a a 350 -
300 - 300 -
a
250 250 | b
cC c
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Figura 48: peso fresco del capitulo (g) primario (A) y secundario (B) en el genotipo
Gauchito con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario;
Ts -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes

letras indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En cambio, en el genotipo GU las diferencias se observaron entre T4 con 246 g vy el
resto de los tratamientos (p<0,01), los cuales presentaron valores intermedios para esta
variable, en promedio 204 g (Figura 49 A). En los secundarios no se observaron diferencias
(Figura 49 B).

65



350 - 350 -
300 - 300 -
a

250 - I 250 -

9 200 9 oo |
150 - 160 -
100 - 100 -

50 - 50 -

0- 0 -

=T1 =T2 =T3 T4 eT1 =uT2 =T3 T4

Figura 49: peso fresco del capitulo (g) primario (A) y secundario (B) en el genotipo Guri
con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T» -Riego complementario; Ts -Acido
giberélico; T4 -Sin aplicaciéon de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras

indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

Por otro lado, en OV el resultado fue contrario al anterior genotipo, es decir que con
la aplicacion de T1 a Ts se logré el mayor peso del capitulo primario (248 g en promedio),
respecto al tratamiento control con 206 g (Figura 50 A). En los capitulos secundarios el
promedio de T: a Ts fue de 175 g, diferenciados de T que pesé 139 g (Figura 50 B).
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Figura 50: peso fresco del capitulo (g) primario (A) y secundario (B) en el genotipo Oro
verde con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -
Acido giberélico; T, -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras

indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

3.3. Peso fresco del fondo y bracteas

En los capitulos primarios del genotipo GA, los manejos de cultivo tuvieron influencia
en el peso fresco del F, BM y BE. Con la aplicacion de T1, se obtuvieron los mayores valores
de peso fresco de F (91,0 g) y de BM (41,3 g), respecto a los demas tratamientos (p<0,01)
gue en promedio dieron 68,0 y 28,8 g respectivamente. En el caso de las BE el peso fresco

fue superior con la aplicacion de T1y T2 (p<0,01), con 45,0 gr en promedio (Figura 51 A).
En los capitulos secundarios también los tratamientos tuvieron efecto en el peso

fresco de F, pero el mayor valor se observé con T, (78,2 g) y en BE el comportamiento y los

valores son similares a los determinados en los capitulos primarios (Figura 51 B).
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Figura 51: peso fresco (g) del fondo (F) y 10 bracteas internas (BI), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo
Gauchito con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario;
Ts -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes
letras dentro de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al
5%, segun prueba de Duncan.

En el genotipo GU se observaron valores menores en peso fresco de F y bracteas
que en GA en términos absolutos y sin compararlos estadisticamente. Es un resultado
consistente con los rendimientos del cultivo, el peso medio de capitulo y el nimero de los
mismos que produjo cada planta. En los capitulos primarios de GU, los tratamientos se
diferenciaron en el peso fresco de algunas partes del capitulo. Con la aplicacion de T», se
obtuvieron los mayores valores de peso fresco de F (62,1 g) respecto a Tz y T4 (p<0,05), que
en promedio pesaron 47,5 g. En el caso de las Bl el peso fresco fue superior con la
aplicacion de T: (p<0,01), respecto a Tz y T4. En cambio las BE presentaron mayor peso
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fresco con Tz y T4 respecto a los otros dos tratamientos (Figura 52 A). E los capitulos
secundarios también los tratamientos tuvieron efecto en el peso fresco de F, pero el mayor
valor se observo con T1y T2 (44,9 g) respecto al menor valor encontrado con Ts (34,9 g). En
las BE se observd el mayor valor de peso con T3z (32 g), comparado con los demas

tratamientos (Figura 52 B).
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Figura 52: peso fresco (g) del fondo (F) y 10 bracteas internas (BI), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo Guri
con aplicacién de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacién; T2 -Riego complementario; Ts -Acido
giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro
de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun

prueba de Duncan.
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El genotipo OV al igual que GU, presenta en general capitulos mas pequefios que los
de GA, y también presentan menor peso. En los capitulos primarios de OV, varias partes del
capitulo se diferenciaron en el peso fresco por los tratamientos aplicados. Con la aplicacion
de T,, se obtuvieron los mayores valores de peso fresco de F (67,5 g) respecto al resto de
tratamientos (p<0,01), que en promedio pesaron 51,1 g. En el caso de las Bl el peso fresco
fue superior con la aplicacion de T, (p<0,01), respecto a T1 y T4. En cambio, en las BE
presentaron mayor peso fresco Ti respecto a los otros tratamientos (Figura 53 A). En los
capitulos secundarios el peso de los F se diferencié significativamente por los tratamientos
aplicados, con mayor peso fresco con T; a Ts respecto a T4 o control (p<0,05) (Figura 53 B).
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Figura 53: peso fresco (g) del fondo (F) y 10 bracteas internas (BI), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo Oro
verde con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -
Acido giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras
dentro de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%,

segun prueba de Duncan.
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3.4. Peso seco del fondo y bracteas

Los valores de peso seco en las diferentes partes del capitulo fueron en general
similares, pero el efecto de los tratamientos varié en cada una. En el genotipo GA,
solamente hubo diferencias entre tratamientos en las BE (p<0,01), presentando los mayores
valores de peso seco las BE con T1 y T4 (18,0% en promedio) respecto a Ts (15,7%). En el
F, Bl y BM, el promedio de peso seco para todos los tratamientos fue de 17,0%, 11,0% y
14,0% respectivamente (Figura 54 A). En cambio, en los capitulos secundarios se
diferenciaron T1 y T3 con mayor materia seca en el F y T4 en BM, respecto a los otros

tratamientos, con valores cercanos a 16,0% en todos los casos (Figura 54 B).
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Figura 54: peso seco (%) del fondo (F) y 10 bracteas internas (BI), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo
Gauchito con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario;
Ts -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes
letras dentro de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al
5%, segun prueba de Duncan.
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En las diferentes partes del capitulo primario de GU hubo diferencias entre
tratamientos, salvo en el F. Las Bl presentaron los mayores valores de % de peso seco con
todos los tratamientos aplicados (14,0% en promedio) respecto a T. (10,8%) (p<0,01). Las
BM con aplicacion de T1 y T2 y las BE con T1 y T3 tuvieron mayor % de peso seco respecto a
los demas tratamientos (Figura 55 A). En cambio, en los capitulos secundarios no se
observo efecto de los tratamientos (Figura 55 B).
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Figura 55: peso seco (%) del fondo (F) y 10 bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo Guri
con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacién; T» -Riego complementario; Tz -Acido
giberélico; T4-Sin aplicacion de riego, fertilizacion ni &cido giberélico. Diferentes letras dentro
de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun
prueba de Duncan.
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El efecto de los tratamientos fue particular ya que  los capitulos primarios con T» a
T4 presentaron mayor peso seco (promedios de 14,5% en Bl y 17,8% en BM) respecto a T
(p<0,01). En el F y BE no se hallaron diferencias (Figura 56 A). En cambio, en los capitulos
secundarios se diferencié T; con mayor peso seco en F que T1 y T2 (p<0,01), y en Bl T2

super6 a Tz y T4 (Figura 56 B).
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Figura 56: peso seco (%) del fondo (F) y 10 bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y
bracteas externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) en el genotipo Oro
verde con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; Ts -
Acido giberélico; T, -Sin aplicacién de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras
dentro de cada parte del capitulo, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%,

segun prueba de Duncan.
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3.5. Numero de capitulos por planta

La cantidad de capitulos cosechados por planta en el genotipo GA fue superior con la
aplicacion de Ti1 (p<0,05), llegando a una produccion de 12 capitulos, respecto a 9,6 en
promedio con Tz (Figura 57 A). En cambio, en el genotipo GU las diferencias se observaron
entre T3 con 7,6 capitulos y el resto de los tratamientos, con un promedio de cosecha de 6,5
capitulos (p<0,01) (Figura 57 B). Por ultimo, en OV los tratamientos tuvieron un efecto
diferente a lo observado en las otras cultivares, con rendimientos ain mas bajos. Con T; se
cosecharon 6,3 capitulos por planta respecto al mas bajo con 4,8 que corresponde al
tratamiento control (p<0,01), con valores intermedios en los demas manejos de cultivo
(Figura 57 C).
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Figura 57: nimero total de capitulos producidos por planta en el cultivar Gauchito (A); Guri
(B) y Oro verde (C), con aplicacion de manejos de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego
complementario; Tz -Acido giberélico; T4 -Sin aplicacién de riego, fertilizacién ni acido
giberélico. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun

prueba de Duncan.

3.6. Precocidad

Con la aplicacion de Tz (AGs) disminuyd el numero de dias a cosecha en los tres
cultivares FCA (p<0,01), es decir fueron mas precoces (Figura 58 A, B y C). Los demas

tratamientos no afectaron este caracter.
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Figura 58: precocidad, dias desde la primera aplicacién de AG; a la cosecha del capitulo
primario, en el cultivar Gauchito (A); Guri (B) y Oro verde (C), con aplicacion de manejos
de cultivo. Ti-Fertilizacion; T, -Riego complementario; T -Acido giberélico; T, -Sin aplicacion
de riego, fertilizacion ni acido giberélico. Diferentes letras indican diferencias estadisticas

entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

4. Anélisis multivariado

Por medio del andlisis multivariado de componentes principales, se pudieron
establecer relaciones entre las multiples variables medidas, diferenciar entre los
tratamientos aplicados y los genotipos seleccionados. En términos generales podemos
inferir que la mayor diferenciacion de todos los elementos incluidos en la clasificacion

(genotipos, tratamientos y variables medidas), se observé entre genotipos.

La Figura 59 es el biplot resultante de la aplicacion de Analisis de Componentes
Principales a los datos de los capitulos primarios. El eje uno (Componente Principal 1 o
CP1) explic6 el 39% de la variabilidad de los datos y el eje dos (CP2) el 20%, alcanzando
entre los dos el 59% de la variabilidad. Complementando esta informacion, en la Tabla 6 se
presentan los autovalores junto con la proporcion de variancia explicada por cada uno de

ellos, correspondiente a la informacion que brinda cada componente principal.

En el biplot se ordenan las muestras y las variables simultdneamente. Su
interpretacion se baso en la direccion de las flechas, las cuales indicaron hacia donde la
variable aumenté y la longitud de las flechas signific la importancia de la misma. También

se pudieron observar en la Figura 59 las correlaciones entre las variables, donde las flechas
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contiguas indican correlacion alta positiva, flechas a 90° correlacion nula y a 180°

correlacion alta negativa.

El genotipo GA con los cuatro tratamientos se ubicd en los valores positivos de la
CP1, siendo las variables mas asociadas el rendimiento, nimero de capitulos por planta,
contenido de DCQ en BM, peso fresco del F y menor pardeamiento del F, especialmente
cuando se aplicé T.. También GA se relaciona con los mayores valores de peso fresco tanto
del capitulo como de las BE y mayor ancho del F, especialmente cuando se aplicaron T1, Ts
y T4 Si bien hay vectores mas alejados en el mismo cuadrante, se podrian considerar
asociados de igual modo al genotipo GA, como es el caso del contenido de AC en BM; ACy
DCQ en Bl y BE.

En los valores negativos de la CP1 se ubicaron los otros dos genotipos estudiados y
a su vez la CP2 los dividié en el cuadrante superior a GU y en el inferior a OV. Se pudo
observar en el genotipo GU una mayor dispersion por los tratamientos aplicados respecto al
control, es decir que los manejos de cultivos tuvieron mayor efecto en este genotipo. Los
vectores asociados en mayor medida con T1 a Tz son el contenido de AC en el F y contenido
de fibra en los tres estratos de bracteas. Otros vectores asociados al genotipo GU fueron el
contenido de DCQ en el F, RAD del capitulo, dias a cosecha, RAA de las BE, alto del F y el

IC de los tres estratos de bracteas.

En el cuadrante inferior negativo se ubicé el genotipo OV relacionado a los vectores
PSF y PFBM, especialmente cuando se aplicé T2; a su vez un mayor peso seco de los tres
estratos de bracteas, mayor contenido de AC en las H y RAA de las Bl asociados a T4. Otros
vectores también se observaron en ese sector como ser peso fresco de las Bl y fibra del F
(Figura 59).
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Figura 59: analisis multivariado de las dos componentes principales para los capitulos
primarios de los genotipos Gauchito (GA), Guri (GU) y Oro verde (OV), con aplicacion de los
tratamientos: Fertilizacion (T1); Riego complementario (T2); Acido giberélico (T3) y Sin
aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico (T4). Variables medidas: contenido de
acido clorogénico (mg Kg?) en el fondo (ACF), en bracteas internas (ACBI), en bracteas
medias (ACBM), bracteas externas (ACBE) y en hojas (ACH). Contenido de &cidos
dicafeolquinicos (mg Kg?) en el fondo (DCQF), en bracteas internas (DCQBI), en bracteas
medias (DCQBM), bracteas externas (DCQBE) y en hojas (DCQH). Contenido de fibra
insoluble (%) en el fondo (FIF) en bracteas internas (FIBI), en bracteas medias (FIBM),
bracteas externas (FIBE). Pardeamiento del fondo (delta L*), (PAF). Relacion alto/diametro
del capitulo (RAA); Relacion alto/ancho de bracteas internas (RAABI), bracteas medias
(RAABM) y bréacteas externas (RAABE). Ancho del fondo (cm) (ANF) y Alto del fondo (ALF).
Color (IC) de bracteas internas (ICBI), bracteas medias (ICBM) y externas (ICBE).
Rendimiento en peso fresco del cultivo (kg m?) (REND); Peso fresco del capitulo (g)
(PFCA); Peso fresco (g) del fondo (PFF), de bracteas internas (PFBI), bracteas medias
(PFBM) y bracteas externas (PFBE). Peso seco (%) del fondo (PSF), de bréacteas internas
(PSBI), bracteas medias (PSBM) y bracteas externas (PSBE). N° de capitulos por planta
(NCAPL) y precocidad (DAC).
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Tabla 6: Autovalores (lambda), valor, proporcién y proporcion acumulada de variancia
explicada por cada componente principal para los capitulos primarios de los genotipos
Gauchito (GA), Guri (GU) y Oro verde (OV), con aplicacion de los tratamientos: Fertilizacién
(T1); Riego complementario (T2); Acido giberélico (T3) y Sin aplicacion de riego, fertilizacion

ni acido giberélico (T4).

Lambda Valor Proporcidn | Proporcion
Acumulada

1 14,02 0,39 0,39
2 1,11 0,20 0,59
3 4,63 0,13 n, 7z

4 3,26 0,09 n, 81
5 2,31 0,08 n,8?

B 1,47 0,04 o, 91

7 1,25 0,03 o, 95

B 0,69 0,Dn2 o, 97

4 0, &0 0,Dn2 0,98
10 0,48 0,01 n, 9%
11 n,1% 0,01 1,00
12 0,00 0,00 1,00
13 0,00 0,00 1,00
14 0,00 0,00 1,00
15 0,00 0,00 1,00
16 0,00 0,00 1,00
11 0,00 0,00 1,00
18 0,00 0,00 1,00
1% 0,00 0,00 1,00
20 0,00 0,00 1,00
21 0,00 0,00 1,00
22 0,00 0,00 1,00
23 0,00 0,00 1,00
24 0,00 0,00 1,00
25 0,00 0,00 1,00
26 0,00 0,00 1,00
217 0,00 0,00 1, 00
28 0,00 0,00 1,00
29 0,00 0,00 1,00
30 0,00 0,00 1,00
31 0,00 0,00 1,00
32 0,00 0,00 1,00
33 0,00 0,00 1,00
34 0,00 0,00 1,00
35 0,00 0,00 1,00
36 0,00 0,00 1,00

En la Tabla 7 se presentan los autovectores, correspondientes a cada uno de los
autovalores, los cuales expresan la importancia que tienen cada una de las variables

originales en las componentes principales.
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Tabla 7: Autovectores correspondientes a las dos primeras componentes principales de los
datos de los capitulos primarios. Valores altos como los sefialados en negritas corresponden
a variables mas importantes para describir los datos y se expresan en la Figura 59, junto a

Sus signos positivos y negativos.

Variables el a2
ACFE -0,21 0,14
ACRT o, 07 o, 18
AL o, 11 -0, 0a
ACRE o, 11 0,16
ACH -n,13 -n,1z7
DCOF -0,1z2 Q,3z
DCORT o, 03 0,23
DCORM o, 07 0, 03
DCORE o, 0@ o, 11
DO 0,21 0,09
FIF -0,22 -0, 07
FIBI -0,19 o, 08
FT -0,24 0, 0z
FIPE -0,23 o, 04
EAE 0,25 o, 08
RAD -0,13 0,24
RRAAT -0, 09 -0, 08
RAARM o, nz? 0,35
RRARE -0, 18 0,24
ANF Q,20 o, 01
ALFE -0, 0y Q,21
TCRT -0,11 0,17
TCPM -0, 14 0,21
ICPE -0, 20 0,22
REND Q,23 0,10
DA -0,15 Q,24
NCAPL 0,22 0,13
PFCA n,22 o, 0z
PFF o, 17 0, 05
FFBRI -0,21 -0,13
P -0, 03 -0, 20
PFBE Q,23 o, 0z
PSF -0, n4 -0,29
PSP -0, 17 -0, 14
PSP -0, 19 -0, 14
FSBE -0,19 -0, 14

En la Figura 60 se presentd el biplot resultante de la aplicacion de Andlisis de
Componentes Principales a los datos de los capitulos secundarios, en el cual se observo
que el eje uno (CP1) explico el 33,8 % de la variabilidad de los datos y el eje dos (CP2) el
19,9 %, sumando entre ambos un valor cercano a 54% (Tabla 8). Complementando esta
informacion, en la Tabla 8 se pueden observar los autovalores junto con la proporcion de

variancia explicada por cada uno de ellos, correspondiente a la informacion que brinda cada
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componente principal. También se pudieron observar en la Figura 58 las correlaciones entre

las variables de acuerdo al angulo de sus vectores.

De la misma manera que ocurrié en los capitulos primarios, en los secundarios, el
genotipo GA se ubicé a la derecha de la CP1 y los tratamientos se encontraron mas
dispersos. Las variables mas relacionadas a GA son el peso fresco del capitulo, del F, de las
BM y BE, especialmente cuando se aplicd T1 a Ts. Si bien no se observaron vectores en la
direccién exacta de T4 dentro del cuadrante positivo estdn muchas variables que de alguna
manera estan relacionadas al tratamiento control, como ser un mayor contenido de AC y

DCQ en BI, menor pardeamiento del F, medidas del F mayores y peso seco de las BI.

A la izquierda de la CP1 se ubicaron los otros dos genotipos estudiados y a su vez la
CP2 los dividié en el cuadrante superior a GU y en el inferior a OV. Se pudo observar un
comportamiento invertido respecto a la dispersion de los tratamientos aplicados respecto al
control. En los capitulos secundarios los manejos de cultivos tuvieron mayor efecto en OV y
muy poco en GU, ya que todos los tratamientos estan agrupados. En este ultimo genotipo,
los vectores asociados en mayor medida con todos los tratamientos son el contenido de
fibra del F y BE, RAD del capitulo, RAA de las BE, IC de las BE y peso seco de BM y BE.
Otros vectores asociados al genotipo GU fueron el contenido de AC y DCQ en el F, RAA de
BI, el IC de Bl y BM.

En el cuadrante inferior se ubic6 el genotipo OV relacionado a los vectores de mayor
contenido de DCQ en BM y BE, especialmente con la aplicacion de T4 y T.. El mayor
contenido de AC en BM y BE estd més cercano a los otros tratamientos. En los secundarios
de OV parece haber un incremento de los compuestos quimicos respecto a los primarios
(Figura 60).
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Figura 60: analisis multivariado de las dos componentes principales para los capitulos
secundarios de los genotipos Gauchito (GA), Guri (GU) y Oro verde (OV), con aplicacion de
los tratamientos: Fertilizacion (T1); Riego complementario (T2); Acido giberélico (T3) y Sin
aplicacion de riego, fertilizacion ni acido giberélico (T4). Variables medidas: contenido de
acido clorogénico (mg Kg?) en el fondo (ACF), en bracteas internas (ACBI), en bracteas
medias (ACBM), bracteas externas (ACBE) y en hojas (ACH). Contenido de acidos
dicafeolquinicos (mg Kg?) en el fondo (DCQF), en bracteas internas (DCQBI), en bracteas
medias (DCQBM), bracteas externas (DCQBE) y en hojas (DCQH). Contenido de fibra
insoluble (%) en el fondo (FIF) en bracteas internas (FIBI), en bracteas medias (FIBM),
bracteas externas (FIBE). Pardeamiento del fondo (delta L*), (PAF). Relacién alto/didmetro
del capitulo (RAA); Relacion alto/ancho de bracteas internas (RAABI), bracteas medias
(RAABM) y bréacteas externas (RAABE). Ancho del fondo (cm) (ANF) y Alto del fondo (ALF).
Color (IC) de bracteas internas (ICBI), bracteas medias (ICBM) y externas (ICBE).
Rendimiento en peso fresco del cultivo (kg m-2) (REND); Peso fresco del capitulo (g)
(PFCA); Peso fresco (g) del fondo (PFF), de bracteas internas (PFBI), bracteas medias
(PFBM) y bracteas externas (PFBE). Peso seco (%) del fondo (PSF), de bracteas internas
(PSBI), bracteas medias (PSBM) y bracteas externas (PSBE). N° de capitulos por planta
(NCAPL) y precocidad (DAC).
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Tabla 8: Autovalores (lambda), valor, proporciéon y proporcion acumulada de variancia
explicada por cada componente principal para los capitulos secundarios de los genotipos
Gauchito (GA), Guri (GU) y Oro verde (OV), con aplicacion de los tratamientos: Fertilizacion
(T1); Riego complementario (T2); Acido giberélico (T3) y Sin aplicacion de riego, fertilizacion

ni acido giberélico (T4).

Lambda Valor Proporcion | Proporcién
Acumulada
1 10, 48 0,34 0,34
2 6, 18 0,20 0,54
3 3,59 b,12 0,65
4 3,31 o,11 o, 74
5 2,26 0,07 0,63
g 1,43 L,05 L,B88
i 1,33 0,04 0,92
B 1, 05 0,03 0,94
g 0,67 0,02 0,96
1o 0, 44 o,0L 0,59
11 0,27 0,01 1,00
12 0, 0o (HTH 1,00
13 o, 0o (T 1,00
14 o, 0o (T 1,00
15 o, 0o o,on 1,00
16 0, 0o o, 00 1,00
17 0, 0o (HTH 1,00
18 o, 0o (T 1,00
1% o, 0o 0,00 1,00
20 0, 0o o,0n 1,00
21 0, 0o o, 00 1,00
22 0, 0o (HTH 1,00
23 o, oo o,on L, o0
24 o, oo o,on 1,00
25 0, 0o o,0n 1,00
26 o, 0o (T 1,00
27 0, 0o (HTH 1,00
28 o, oo o,on L, o0
29 o, oo o,on 1,00
i 0, 0o o,0n 1,00
31 0, 0o 0,00 1,00

En la Tabla 9 se presentan los autovectores, correspondientes a cada uno de los
autovalores, los cuales expresan la importancia que tienen cada una de las variables

originales en las componentes principales.
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Tabla 9: Autovectores correspondientes a las dos primeras componentes principales de los
datos de los capitulos secundarios. Valores altos como los sefialados en negritas
corresponden a variables mas importantes para describir los datos y se expresan en la

Figura 60, junto a sus signos positivos y negativos.

Variables el a2

ACF -0,24 0,03
ACBL 0,15 0,13
ACRM -0,08 -0,24
ACBE -0,17 -0,24
nCoE -0,172 -0,01
nCoRT 0,14 0,14
nCopM -0,18 -0,15
DCORE -0,1% -0,1%
FIF -0,24 0,07
FIBT 0,10 0,15
FIEM 0,10 0,20
FIBE -0,15 0,17
EAF 0,28 0,0z
RAD -0,20 0,24
RARBT -0,05 0,3z
RARDM 0,18 0,24
RARDE -0,0% 0,30
ANF 0,28 0,03
ALF 0,06 0,11
TCRT -0,01 0,33
TR -0,01 0,17
ICEE -0,1% 0,25
EFCR 0,29 -0, 06
EFF 0,27 -0,07
FFRT 1,4E-04 0,30
PFRM n,1% -0,02
PFRE 0,25 -0,14
ESF -0,21 -0,17
BSBET 0,11 2,lE-03
ESBEM -0,14 0,19
ESBE -0,26 0,0%

Los resultados obtenidos en este primer capitulo de la tesis permiten
caracterizar por componentes quimicos, morfolégicos y productivos a los genotipos
obtenidos en la Facultad de Ciencias Agrarias, UNR y la respuesta a algunos de los
manejos de cultivo mas relevantes que se practican en el cinturén horticola de Rosario y en

el pais.
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DISCUSION

Es dificil segmentar las respuestas bioldgicas de un sistema integrado y complejo,
donde cada fendmeno esté relacionado a un todo. Sin embargo, en esta tesis se caracteriza
con una metodologia simple, pero rigurosa, la respuesta de los genotipos a diferentes
manejos de cultivo siguiendo el orden previamente propuesto. Las evaluaciones realizadas
durante un afio de cultivo fueron muy valiosas para conocer la respuesta de los cultivares
FCA con la aplicacion de algunos manejos agrondmicos y orientar la profundizacion del
estudio.

En base a la clasificacién entre los mdultiples elementos, genotipos, tratamientos y
variables, podemos inferir que los capitulos primarios de GA se destacan por las variables
asociadas al mismo en las condiciones experimentales de esta tesis. Las caracteristicas
mas relevantes de GA son el mayor contenido de AC y DCQ en los tres estratos de
bracteas, presentando a su vez el menor pardeamiento y menor contenido de fibra en el F.
Al mismo tiempo, se observé mayor ancho del F, rendimiento por unidad de superficie,
namero de capitulos por planta, peso fresco del capitulo, del F y de las BE. GA es un
genotipo muy recomendable desde el punto de vista nutricional y productivo para el mercado
en fresco, minimamente procesados y también para diversos procesos industriales, ya que
tiene alto contenido de principios activos, menor pardeamiento y mayor palatabilidad por su
textura menos fibrosa respecto a los demas genotipos. Complementariamente, de la
biomasa restante de GA cuando termina la cosecha de los capitulos, podrian extraerse los
AC y DCQ de sus hojas.

El genotipo GU se podria recomendar para el mercado en fresco por su contenido de
principios activos en el F del capitulo, por el color de sus bracteas y contenido de fibra del F.
Durante la poscosecha podria tener mayores pérdidas de peso y calidad por su alto
contenido de fibra en bracteas, asociado a su menor peso seco, Si no se almacena
adecuadamente. Las caracteristicas morfologicas y productivas responden a su genotipo, ya
gue son capitulos mas alargados, de color variegado y ademas es de cosecha mas tardia.
Este Ultimo aspecto puede ser una ventaja para ampliar el periodo de oferta de alcauciles de

calidad en el mercado en fresco.

El genotipo OV se destaca por su mayor peso seco en todas las partes del capitulo,

lo cual podria contribuir a una menor pérdida de calidad por deshidratacion durante la
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comercializacion, sumado a que posee mayor contenido de fibra en el F. Se adapta al
consumo en fresco y también podria ser industrializado, pero no se destaca mucho en su
productividad y calidad quimica. En cuanto a la utilizacién de su biomasa restante podria ser

interesante para la obtencion de AC a partir de las H.

A pesar de las diferencias encontradas podemos considerar que el comportamiento
de los genotipos en los capitulos secundarios fue similar a los primarios en el conjunto de
las variables asociadas y por lo tanto la recomendacion del destino de ellos puede ser

similar.

Luego de las consideraciones generales, analizando la influencia de los tratamientos
0 manejos de cultivo evaluados sobre el contenido de compuestos quimicos en los cultivares
FCA, los mismos no tuvieron, en general, efecto notorio. En los casos donde si hubo efectos
detectados, la respuesta fue diferente segun los genotipos, partes de la planta y orden de
cosecha. En los capitulos secundarios de GA y primarios de GU, los mayores valores de
fenoles encontrados en T4 0 control, podria deberse al estrés hidrico y nutricional que
sufrieron las plantas en el mes de septiembre, con escasas lluvias y sin riego
complementario. De hecho, se ha propuesto que el estrés ambiental de la planta como frio,
calor, déficit hidrico y/o inundaciones ejercen una considerable influencia en el contenido de
metabolitos secundarios como los polifenoles y fenilpropanoides (Oh y Rajashekar, 2009).
Sin embargo, en los experimentos desarrollados en esta tesis se observé que en algunos
casos el contenido de principios activos aumenta con la aplicacién de los manejos de cultivo,
aungue no siempre siguiendo un mismo patron. En las BM de los capitulos primarios hubo
un incremento del 38% de DCQ en GA y 39% en OV aplicando T, respecto a T4. Este
comportamiento diferente de los genotipos frente a T, comparado a situaciones de estrés
(T4), se habia observado también en trabajos previos (Garcia et al., 2016a), donde las
bracteas centrales de GA incrementaron en un 29% el contenido de cinarina y las de OV el
27%.

La aplicacion de AGs también podria generar un estrés en la planta y que la misma
produzca mayor cantidad de fenoles como un mecanismo de defensa, pero esta respuesta
depende a su vez del genotipo y de la parte de la planta. Si bien no se realiz6 un andlisis
estadistico entre partes, en valores absolutos se observé una tendencia a incrementar el
contenido de DCQ en F y BI de capitulos secundarios de GU (56% y 29% respectivamente),

aplicando Ts, respecto a los demés tratamientos. En cambio, en capitulos secundarios de
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OV el contenido de DCQ en BI disminuyé un 39% y en BM 29%. Estos resultados
concuerdan con lo observado por Garcia et al. (2016b), quienes encontraron un aumento
pronunciado de fenoles en las bracteas centrales de GU y una disminucién en GAy OV. La
aplicacion de AGs no influyé demasiado en la precocidad de GU (genotipo tardio), pero
parece tener impacto en la producciéon de principios activos. Resulta asi muy interesante
profundizar la investigacién en este aspecto para determinar la relacion entre la aplicacién
de AGs, realizada para adelantar la cosecha de capitulos, y la respuesta sobre el aumento

de acidos cafeoilquinicos en los diferentes genotipos.

Como mencionamos anteriormente, el contenido de los compuestos quimicos
investigados vari6 en las distintas partes de las plantas de GA, GU y OV, dado
fundamentalmente por su origen. El AC estuvo presente entre 219 mg kg* de peso fresco
(hojas de GA secundario) y 8215 mg kg™, (Bl de GA secundario) y el acido DCQ en rangos
de 54 mg kg? (hojas de OV primario) hasta 15550 mg kg* de peso fresco (Bl de GA
secundario). Considerando la principal porcién comestible del capitulo primario (Bl y F), y lo
cuantificado en acidos cafeoilquinicos, se detectaron 10993 mg kg de peso fresco en GA,
13591 mg kg* de peso fresco en GU y 9076 mg kg* de peso fresco en OV. En estudios
previos de los cultivares obtenidos en la Facultad de Ciencias Agrarias, UNR (Rotondo et al.,
2011), se encontré diferente contenido de fenoles totales en el receptaculo de capitulos
primarios de GA (56 mg kg'de peso fresco), GU (49 mg kg de peso fresco) y OV (25 mg
kg'de peso fresco). En referencia a esa variabilidad, Lombardo et al. (2010) cuantificando
los mismos compuestos en las Bl y F, encontraron valores desde 19676 mg kg de peso
seco en “Violetto di Sicilia” a 334 mg kg' de peso seco en “Tempo”. Otros autores que
midieron acido clorogénico en capitulos, detectaron amplias diferencias entre genotipos
desde 433 en “Blanc Hyérois” a 2738 mg Kg?! de peso fresco en “Violetto di Provenza”
(Melilli et al., 2013). Estos ejemplos sugieren que la diversidad genética del alcaucil es muy
amplia, especialmente en su centro de origen (Pagnota et al.,, 2017) y resulta muy
importante caracterizar los genotipos locales para plantear planes de mejoramiento y
manejos de cultivo en funcién de variables de calidad quimica ademéas de otras variables
que contribuyen a la calidad como alimento. Cuantificar y determinar los principios activos
en el cultivo local y regional permite mejorar el conocimiento de la diversidad genética en

pos de su conservacion y busqueda de alternativas productivas con valor agregado.

Por otro lado, en los capitulos secundarios se observd mayor contenido de principios

activos en Bl respecto a los primarios, tanto en GA como en OV. Considerando el contenido
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de cafeoilquinicos en los capitulos secundarios, en GA se determiné un incremento del 40%
respecto a los primarios. En GU hubo incremento de 34%, y en OV se observéd un 60% de
aumento, respectivamente. En trabajos previos donde se cuantificaron los fenoles totales en
el receptaculo, se habia observado que algunos genotipos, como por ejemplo “Esmeralda
FCA” presentaba 59 mg kg de peso fresco respecto a 25 mg kg de material fresco en los
primarios y “Francés” 57 y 31 mg kg! de peso fresco respectivamente (Rotondo et al.,
2011). Esta respuesta podria explicarse en parte por la dependencia que posee el cultivo de
alcaucil de las condiciones ambientales, en cuanto al efecto de las temperaturas durante la
etapa reproductiva. En un estudio de Shinohara et al., (2011) en Texas, durante tres
campanfas, se observé un aumento en los fenoles totales y el contenido de &cido clorogénico
en particular, mas pronunciado al avanzar el periodo de cosecha, con temperaturas en
aumento. También Wang et al. (2003), observaron mayor cantidad de fenoles en capitulos

de “Imperial Star” y “Green Globe™ cosechados en octubre en comparacion con los de
septiembre. Al avanzar la cosecha, la planta estd en un estado fenoldégico de mayor
madurez pero a su vez los capitulos que suceden al primario son mas livianos y pequefos,
se forman en menor tiempo y se los puede considerar tejidos mas jévenes, al igual que

ocurre con las Bl respecto a las demas partes de la inflorescencia.

Con respecto a la proporcion de cada compuesto quimico medido en las diferentes
partes de la planta, se observaron variaciones segun el genotipo, pero con algunos patrones
en comun. El contenido de DCQ fue mayor en todas las partes del capitulo respecto al de
AC, y en las hojas pasé exactamente lo contrario. En GA todas las partes del capitulo
presentan en promedio 65% de DCQ en los primarios y 70% en los secundarios dentro del
total de acidos cafeoilquinicos detectados, en cambio en las H el 61% corresponde a AC
dentro del total de &cidos cafeoilquinicos detectados. A su vez en las hojas de GU el
contenido de AC fue de 86% y en OV de 88% dentro del total de acidos cafeoilquinicos
detectados.

Otro aspecto muy importante es conocer la dinamica de acumulacién de principios
activos en las diferentes partes de la planta de alcaucil. En general se observé un mayor
contenido de principios activos en las Bl respecto al F, BE y presentaron valores intermedios
las BM, en los tres genotipos evaluados, tanto primarios como secundarios. En este sentido,
numerosos autores han encontrado mayores cantidades de compuestos fendlicos en las
bracteas internas y el receptaculo, que en las bracteas externas y las hojas de la planta (Gil

Izquierdo et al., 2001; Wittemer et al., 2005; Fratianni et al., 2007; Cabezas Serrano et al.,
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2009; Lombardo et al., 2010; Salata y Gruszecki, 2010; Ricci et al., 2013). Compuestos
fendlicos especificos se acumulan en partes diferentes de la planta y este comportamiento,
posiblemente esté relacionado a los diferentes roles que cumplen los tejidos en un vegetal
(Lombardo et al, 2010; Pandino et al, 201la). El alto nivel de &acidos mono y
dicafeoilquinicos presentes en mayor medida en la porcion comestible del capitulo de
alcaucil, podria explicarse por su papel central como sustrato para muchas reacciones
bioguimicas. En la inflorescencia de esta especie, la abundancia de este tipo de compuestos
unidos a polimeros y polisacéridos, estan implicados en proporcionar soporte estructural
para la pared celular de las plantas. En cambio, en las hojas estan presentes en mayor
proporcion los flavonoides, los cuales pueden proteger a las células de dafios fotooxidativos
por excesos de luz ultravioleta (Pandino et al., 2011a). En esta etapa de la tesis no se
pudieron medir flavonoides en las hojas de los genotipos FCA, pero los extractos en su
conjunto podrian tener gran valor quimico y bioldgico. En GA, GU y OV el contenido de AC
mas DCQ fue de 1004, 862 y 971 mg kg de peso fresco respectivamente.

En definitiva, las plantas de alcaucil estudiadas resultan una atractiva fuente de
antioxidantes naturales por su rigueza en polifenoles, tanto en la parte comestible como en
hojas, las cuales constituyen residuos agricolas e industriales en nuestra region. De esta
manera la biomasa restante compuesta principalmente por hojas (Pandino et al., 2020),
tallos florales y bracteas, o los desechos de la industria conservera, podrian utilizarse para la
obtencion de compuestos quimicos de alto valor agregado. Ciancolini et al. (2013) también
caracterizaron la biomasa restante luego de la cosecha del capitulo primario de 17 genotipos
italianos, buscando cultivos de alcaucil con doble propésito y nuevas alternativas
productivas. Encontraron diferencias entre genotipos respecto al contenido de acidos mono
y dicafeoilquinicos, teniendo la posibilidad de seleccionar los mas adecuados para la
produccion a gran escala de biomasa y de compuestos farmacéuticos. Los resultados de
numerosas investigaciones en los paises de mayor produccién de alcaucil, como los
obtenidos en esta tesis, indican que los capitulos de los genotipos estudiados representan
una fuente importante de polifenoles con actividad terapéutica (Llorach et al., 2002; Garcia
et al, 2016a), y que ademas las hojas resultan de interés para aplicacion fitofarmacéutica.
Deberia alentarse la utilizacion de las cultivares locales tanto para el mercado fresco como
para la industria alimentaria, valorizando su elevado contenido de biomoléculas

nutracéuticas.
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Los tratamientos también influyeron en otras caracteristicas importantes del capitulo
de alcaucil, como es el contenido de fibra; ya que la textura, palatabilidad y terneza en este
alimento estan dadas en gran medida por el contenido de la misma. Un exceso en el
contenido de fibra insoluble al momento de cosechar los capitulos o un aumento del mismo
durante la poscosecha, disminuyen drasticamente su calidad. En las mediciones realizadas
en esta tesis, se observd que la respuesta a los manejos del cultivo, fue diferente en los
genotipos y se puede generalizar que la aplicacion de AG; fue el manejo que mas intervino
en la reduccién de la fibra, especialmente en las bracteas. En el genotipo GA con Tsy Ti1 se
redujo el % de fibra en BM de capitulos secundarios. En GU, con Tz y T4 las Bl presentaron
menor contenido de fibra insoluble (3,1% en promedio) respecto a los otros tratamientos
(4,7%), tanto en capitulos primarios como secundarios y disminuyeron el % de fibra en BM
en primarios. A su vez, con Tz hubo menor contenido de fibra en las BE de capitulos
primarios, como en BM y BE de los secundarios. En OV, disminuy® la fibra con Ts respecto a
T, en las BM y respecto a los demas tratamientos en las BE, en ambos 6rdenes de cosecha.
Se podria destacar al genotipo GA por su menor contenido de fibra en todas las partes del
capitulo primario (19,0% promedio de tratamientos y suma de partes), respecto a GU
(26,0%) y OV (24,0%). En los secundarios, el contenido de fibra fue 21,0%, 23,0% y 22,0%
respectivamente. En el segundo orden de cosecha, los menores valores de fibra se dieron
en los estratos de bracteas externas, posiblemente porque el tiempo de maduracion de la
inflorescencia es menor. A su vez se puede generalizar que en el F y BI, el contenido de
fibra total es similar en los tres genotipos y en ambos 6rdenes de cosecha, con valores del
3,0% al 4,0%. En cambio, el mayor contenido de fibra insoluble total se presenta en las BE,
en algunos casos triplicando el porcentaje respecto al F y Bl, ya que tienen la funcién de
proteccién de la inflorescencia y son tejidos menos jévenes donde se acumularon elementos
fiborosos mas complejos. Es importante encontrar genotipos y manejos de cultivo que
presenten menor contenido de fibra en los capitulos para que resulten mas tiernos para el
consumo en fresco y puedan llegar con calidad a la mesa del consumidor, como asi también
para los productos minimamente procesados y en conserva. El estudio de la fibra dietética y
los resultados obtenidos en esta tesis pueden ser la base para futuras investigaciones

aplicadas a organismos animal y humano.

El pardeamiento del fondo es una caracteristica muy importante en el alcaucil, tanto
para su procesamiento en fresco como para su destino industrial y resulta interesante
evaluar genotipos y manejos de cultivo que presenten menor oscurecimiento en el F del

capitulo en un tiempo determinado. El pardeamiento enzimatico ocurre por la oxidacién de
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compuestos fendlicos a quinonas, las cuales son muy reactivas; originan polimeros de color
pardo, rojizo o negro, degradando la calidad visual y nutricional de las hortalizas (Tomas
Barberan y Espin, 2001; Cabezas Serrano et al., 2009). El alcaucil es muy susceptible al
pardeamiento enzimatico debido, principalmente, a su alto contenido de compuestos
fendlicos y a la elevada actividad enzimatica de sus tejidos por ser una inflorescencia en
activo crecimiento. Es durante el procesado de esta hortaliza cuando se alcanza la mayor
oxidaciébn enzimética, produciéndose el oscurecimiento indeseable de la superficie
(Lattancio et al., 1994). En los experimentos realizados, solamente en los capitulos primarios
de GA se evidencio el efecto de los tratamientos de fertilizacion y riego, los cuales
disminuyeron el pardeamiento. Ademas, GA se destac al presentar, en ambos rangos de
cosecha, menor pardeamiento (-3,0 y -4,0 respectivamente), respecto a los otros cultivares
gue superaron valores de -6 como diferencia de luminosidad en el F a los diez minutos de
haber sido cortado. Este proceso de oscurecimiento indeseable de las hortalizas esta
influenciado por numerosas variables como la actividad enzimatica, cantidad y naturaleza de
compuestos fendlicos, genotipo, estado fisiolégico, actividad de agua, pH, temperatura y la
disponibilidad del oxigeno entorno al tejido vegetal (Ahvenainen, 1996). Algunas de estas
variables no fueron medidas en estos experimentos, pero pueden explicar en parte, las
diferencias encontradas. A su vez, algunos autores han demostrado que existe una
proporcionalidad directa entre el contenido polifenélico y la susceptibilidad de pardeamiento
en el alcaucil (Cabezas Serrano et al.,, 2009; Todaro et al., 2010). Esto coincide con lo
evaluado en el cultivar GA, que posee en promedio, menor contenido de AC y DCQ,
pardeandose menos y en el cultivar GU sucedi6 lo contrario. El genotipo OV que presentd
contenido bajo de fenoles similar a GA, sin embargo se parde6 mas; es decir que la relacion
entre el contenido de fenoles y el oscurecimiento del F, no siempre es directa en todos los
genotipos. Otros compuestos o mecanismos mas alla del contenido de fenoles explicarian el
fendmeno de pardeamiento diferencial del F en alcaucil, como por ejemplo la presencia de
sustancias que inhiban a las enzimas encargadas de la oxidacion de los fenoles, estudios

que exceden a esta tesis pero que podrian abrir nuevas investigaciones.

Otro aspecto que caracteriza a cada genotipo es la forma del capitulo y es importante
gue la misma se conserve aungue las condiciones de crecimiento sean diferentes, de esta
manera seran aceptados en buen grado por el consumidor. En los cultivares FCA no se
observaron cambios en la forma del capitulo en su conjunto, con los tratamientos aplicados,
tanto en primarios como secundarios. En cuanto a la forma de los capitulos en los tres

genotipos, los resultados indican que los manejos de cultivo no afectan la forma
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caracteristica que debe poseer el genotipo y que es apreciada por el consumidor. En GA 'y
OV los valores fueron en promedio de 0,9 y en GU de 1,0. Otros autores italianos,
caracterizaron la forma del capitulo de genotipos tradicionales locales y los resultados
indican que la relacion entre la longitud y el diametro de los mismos, es un rasgo
relativamente constante entre los ecotipos estudiados, variando de 1,4 en “Spinoso di

Sciara” a 1,6 en “De Pasquale 1” (Lombardo et al., 2020).

Por otro lado, en general las Bl y BM suelen ser mas alargadas y ademas son las
gue responden, en algunos casos, a los tratamientos. Esta respuesta es diferente en cada
genotipo y en cada rango de cosecha, pero lo importante es que los cambios en la RAA de
las bracteas no modifican la forma general del capitulo. Si bien podria esperarse que la
aplicacion de giberelinas, fertilizante y riego acelerara el crecimiento del capitulo
modificando indeseablemente su forma, esto no ocurri6 en los genotipos evaluados.
Adicionalmente, todas las mediciones efectuadas en GU presentan valores superiores por
su forma tipica mas alargada respecto a OV y GA. Ademas, no hay deformaciones en el
segundo rango de cosecha, lo cual nos puede indicar que en los sucesivos rangos de
cosecha se mantendra la forma tipica del genotipo, aunque las temperaturas vayan

aumentando y el periodo de maduracién de la inflorescencia sea cada vez menor.

El tamafio del receptaculo, que como se menciond anteriormente representa un
indicador de gran valor por caracterizar la mayor porcion comestible del capitulo de alcaucil,
es también una caracteristica buscada en el mejoramiento genético de esta especie. Las
medidas del ancho y alto del F podrian variar con el manejo del cultivo. En los experimentos
realizados en los genotipos evaluados se pudo determinar que con T, (fertilizacién) y T-
(riego) en GA y GU, el ancho del F fue mayor en ambos rangos de cosecha. El ancho del F
fue levemente menor en los secundarios respecto de primarios, como es de esperarse, con
diferencias de 0,5 cm en GAy GU y de 1,0 cm en OV. Respecto a esta variable, en GA se
observaron los receptaculos mas anchos. El alto del F fue muy similar en los tres genotipos

y en ambos rangos de cosecha, con influencia variable en cada manejo de cultivo aplicado.

El color es un atributo fundamental en la caracterizacion de un producto, ya que es
un indicador directo de la calidad, junto con las propiedades sensoriales (sabor y aroma) y la
composicion quimica del alimento. En las frutas y hortalizas pueden ocurrir cambios en el
color durante los procesos de maduracion, degradacién de clorofila, etc. En el caso del

alcaucil, ademas de ser un caracter identificador de los genotipos, el color externo de las

91



bracteas es un pardmetro asociado por el consumidor al estado de frescura de los capitulos.
También se determina para definir la idoneidad de un cultivar para el procesado en forma de
corazones, donde sélo se utilizan las bracteas internas. En esta tesis, se encontré que en el
genotipo GA tuvo efecto la aplicacion de AGs con coloracién mas verde en sus Bl, mientras
que en BM y BE no hubo efecto de los manejos de cultivo. Las BE presentan un color verde
mas profundo. ElI comportamiento en cuanto a valores promedios y el efecto de los
tratamientos, es similar en ambos 6rdenes de cosecha, con lo cual podria inferirse que, en
los sucesivos, también se conservara la calidad visual de los capitulos. En GU tuvieron
escasa influencia los tratamientos, pero en las BE de los capitulos secundarios se
observaron valores de IC menores respecto a los primarios, es decir que no presentan color

violeta tan intenso, quizas por el menor tiempo de desarrollo de la inflorescencia.

Realizando una revision general de los manejos de cultivo y las variables medidas,
se pudo observar que en las productivas es donde los tratamientos tuvieron mayor impacto.
La variable rendimiento por unidad de superficie es una de las mas significativas para
valorar y los genotipos FCA respondieron diferencialmente a la fertilizacion (T.), el riego
complementario (T2) y la aplicacion de AGs (Ts). En GA con Ti1 y T, se incrementd el
rendimiento un 27% en promedio, respecto a Tz y T4, mientras que en OV los tres primeros
tratamientos produjeron un aumento del 52% respecto a T4 0 control. En el caso del
genotipo GU el cultivo rindié un 11% menos con la aplicacién de T,. Estos resultados se
podrian relacionar con un estudio de Macua et al. (2005), en Espafia, en el cual se aplicaron
cinco tasas de riego con sistema de rociadores en el cultivar “Blanca de Tudela” y
observaron que el rendimiento se incrementaba de 11 a 19 tn ha?! al aumentar el riego
desde 40 hasta 630 mm, respectivamente. Sin embargo, otro estudio realizado con riego por
goteo en “Imperial Star”, en Espafia también, no report6é diferencias en el rendimiento con
547 mmy 726 mm de agua total aplicada (Pomares et al., 2004). En trabajos posteriores de
Shinohara et al. (2011), de dos afios consecutivos, determinaron un rendimiento maximo de
1,31 y 1,57 Kg m? regando al 100% de la demanda de evapotranspiracion del cultivo.
Respecto a esos rendimientos encontraron una reduccion del 35% y 20% respectivamente,
cuando regaron al 50% de la demanda del cultivo. Con riegos deficitarios se redujeron
significativamente la tasa fotosintética neta, la transpiracion y la conductancia estomatica.
Por el contrario, el aumento de los fertilizantes nitrogenados no mostré ninguna mejora en el
rendimiento. Elia y Conversa (2007) también estudiaron en cultivos de alcaucil, el efecto del
N en el rendimiento y sus componentes y destacaron que estas respuestas no siguieron una

tendencia lineal de dosis de N, lo que indica que las respuestas eran dependientes de la
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fertilidad del suelo, la variedad, las practicas culturales y las condiciones climéticas. Las
respuestas de los cultivos a la aplicaciébn adecuada de nutrientes y agua, es en general
positiva para el rendimiento y sus componentes ya que un mayor crecimiento vegetativo se
podra transformar en mayor cantidad y calidad de los 6rganos reproductivos. En estos
experimentos se pudo observar que, en las condiciones ambientales del afio, los genotipos
presentaron rendimiento diferente, destacandose GA con 1,9 Kg m?, luego GU (0,9 Kg m?)
y OV (0,8 Kg m?), en valores promedio. En GA, ademas de un rendimiento superior, se
observo respuesta a la fertilizacién nitrogenada y al riego localizado, manejos que deberian
seguir siendo estudiados en varios niveles de cada uno en los genotipos FCA, para ajustar
las dosis Optimas en las condiciones de cultivo locales.

Un componente importante de ese rendimiento total del cultivo, es el peso medio de
los capitulos y los tratamientos influyeron en el mismo, segun los genotipos. En Argentina, la
preferencia del consumidor es elegir capitulos o alcauciles de gran tamafio, compactos y
carnosos. Se puede destacar al genotipo GA por capitulos primarios de 312 g en promedio
con Ty y T, que significa un 27% de aumento respecto a los otros dos tratamientos (245 g).
En los capitulos secundarios con T, (250 g), presentaron un incremento de peso del 23 %
respecto a Tz y T4 (203 g en promedio). En cambio, en GU el peso de los capitulos primarios
disminuye un 17% con Ti - T3, (204 g en promedio) respecto a T4 (246 g), y en los
secundarios no hubo diferencia entre manejos de cultivo (156 g en promedio). En OV se
observé el mismo comportamiento que GA, aunque en forma menos pronunciada y con
valores inferiores de peso medio promedio, en ambos rangos de cosecha. En relacién a
esto, un estudio en Italia demostré que cuando se aplicé 200 kg ha® de N, el peso de la
cabeza de alcaucil fue mayor que los testigos no fertilizados (Paradiso et al., 2007). Y en
varios trabajos donde se demostré un incremento de rendimiento por aplicacién de riego
también observaron un efecto positivo sobre el peso de los capitulos (Garnica et al., 2004;
Shinohara et al.,, 2011; Lerkovar y Xu, 2013). El riego deficitario también redujo las
respuestas fisiologicas de las plantas. Ademas, con T: y T. se obtuvieron los mayores
valores en el F, BM y BE de capitulos primarios y en F y BE de secundarios en el genotipo
GA. En GU tuvieron menos efecto, con valores superiores en F y Bl de primarios y en F de
secundarios. En OV con T, pesaron mas los F y BE de primarios y en secundarios todos los
tratamientos superaron a Ta4. El peso fresco del F de GA en ambos 6rdenes de cosecha fue
de 74y 62 g, en GU 53y 41 gy en OV 55y 43 g, respectivamente. En general el peso de
los estratos de BM y BE fue superior al de BI, tanto en primarios como secundarios,

presentando una proporcién similar respecto al peso total, en los tres genotipos.
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Se analiz6 el peso seco de las BE y BM porque es el parametro responsable del
aspecto fresco y de la textura del conjunto del capitulo, asi como de las Bl y F, que se
relaciona con la terneza de la parte comestible (corazones). Algunos autores indicaron en
sus investigaciones que a medida que se redujeron las altas tasas de riego, la calidad de la
cabeza (base de materia seca), el residuo y la fibra aumentaron (Macua et al., 2005; Garnica
et al., 2004). En el caso de los tres genotipos FCA, generalmente no aumenté el peso seco
con la restriccion del riego complementario (control). Solamente se observaron valores
superiores en las BM de GA secundario con T, respecto a los demas tratamientos y en Bl de
OV secundario con T4 respecto a T», posiblemente por un menor tiempo de desarrollo de la
inflorescencia. En todos los demas casos no hubo diferencias o no siguieron un
comportamiento regular sino aislado; por ejemplo en las BE de GA primario, el peso seco
disminuyd con Ts respecto a T1 y T4. Si se realiza un promedio de peso seco de todas las
partes del capitulo de ambos 6rdenes de cosecha, se puede observar que en secundarios
solamente aumenta en 1%; asi en GA fue de 15 a 16%, en GU de 16 a 17% y en OV de 17
a 18%. El peso seco de una hortaliza es indicador del rendimiento e indirectamente indica la
capacidad de una planta o de determinados genotipos de transformar los fotoasimilados en
estructuras vegetales (Barrientos Llanos et al., 2015). Este aspecto puede ser importante en
la poscosecha, especialmente en los érganos que se comercializan por peso y también
puede ser importante si el destino es la industria, donde es importante el contenido de agua.
Si bien el alcaucil se vende por unidad y no por peso, es un aspecto que interviene mas en

su calidad visual y textural, aspecto que podria seguir siendo investigado.

Los resultados obtenidos respecto al nimero de capitulos producidos por planta,
estan relacionados estrechamente con el rendimiento y el peso de los capitulos. Los
tratamientos tuvieron influencia en los genotipos FCA, por ejemplo, GA con T se diferencio
de T3y Ta, con valores intermedios para Tz; OV fue similar resultando con T1 mayor a T4 y
con valores intermedios para los demas manejos. En cambio, en GU con Ts se observo
mayor nimero de alcauciles por planta respecto a los demas tratamientos. Los resultados
mas relevantes estarian de acuerdo con los trabajos ya citados de Pomares et al. (2004);
Garnica et al. (2004) y Macua et al. (2005) en los cuales el riego incremento la productividad
del cultivo de alcaucil tanto por el aumento del nimero de cabezas por planta como por el
peso de las mismas. A su vez Paradiso et al. (2007), demostré6 que cuando se aplicaba
fertilizante nitrogenado el numero de capitulos por planta fue mayor que los controles no

fertilizados. También en trabajos con ambos manejos de cultivo, otros autores determinaron
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aumento en la cantidad de capitulos y los otros factores del rendimiento (Shinohara et al.,
2011; Lerkovar y Xu, 2013). En los genotipos locales es de destacar a GA con un promedio

de 11 capitulos por planta, seguido por GU con 7 y OV con 6.

Por dltimo, la respuesta de las especies horticolas para lograr producciones mas
precoces, es de fundamental importancia en los sistemas productivos intensivos. En este
sector de produccién de alimentos frescos y altamente perecederos, adelantar la cosecha
unos dias significa muchas veces una gran diferencia en el precio y oportunidad de venta.
Segun Garcia et al., (2010) el logro de una mayor rentabilidad en el cultivo de alcaucil, esta
determinada por el rendimiento per se de cada cultivar y la fecha de entrada del producto a
los mercados. En los genotipos evaluados, observamos que los tres responden a la
aplicacion de AGs, adelantando la cosecha en 19 dias en el caso de GA y 11 dias en
promedio para GU y OV. Otros autores que evaluaron sistemas y dosis de riego (Macua et
al., 2005; Garnica et al., 2004), encontraron gran influencia en el rendimiento total y calidad,
pero no en la precocidad. En este trabajo de tesis, en las condiciones de los experimentos,
se destaca el comportamiento de GA al resultar ser el mas precoz de los genotipos
evaluados, en respuesta a la aplicacion de AGs. La efectividad en la aplicacion de AGs
depende en gran medida de la precocidad propia del material genético utilizado, las dosis

empleadas y las condiciones climaticas (Garcia et al., 2010).

La fertilizacién y el riego incrementaron el rendimiento en peso fresco por m?
llegando en promedio a 2,1 Kg m2 en GAy 0,9 Kg m2 en OV, aumentaron el peso medio y n°
de capitulos por planta. La aplicacion de AG; permitié generalmente disminuir el % de fibra en
las BM y BE. Con AG; aumenta el rendimiento y cantidad de capitulos en el genotipo GU y en
los tres genotipos aumento la precocidad en 19 dias para GA y 11 dias para OV y GU. Los
tratamientos aplicados no cambiaron la forma del capitulo caracteristico de cada genotipo
FCA y no hubo deformaciones en el segundo rango de cosecha. En general las Bl y BM
suelen ser mas alargadas y ademas son las que responden, en algunos casos, a los
tratamientos. Se destaca GA por sus mayores medidas de F (seis cm). El color de los
diferentes estratos de bracteas no se vio afectado en forma relevante con los manejos de
cultivo. La influencia del manejo de cultivo respecto a su contenido de materia seca, en
capitulos primarios y secundarios, fue puntual en algunas cultivares. El tratamiento control
permitié6 puntualmente los mayores valores de AC en Bl de capitulos secundarios de GA y

primarios de GU y mayor contenido de DCQ en BM de secundarios de GU. A su vez, redujo el
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pardeamiento del F de -3,0 a -5,0 en capitulos primarios de GA, siendo el genotipo con

valores promedio menores (-3,0) respecto a GU y OV (-6,0).

A modo de consideraciones finales del Capitulo I, se puede distinguir que la mayor
agrupacion de variables evaluadas estuvo dada por la diferenciacion de los cultivares y en
menor medida por la aplicacion de los manejos de cultivo, en los dos 6rdenes de cosecha.
Ademads, los tratamientos aplicados en los tres cultivares evaluados, tuvieron efecto
diferente en cada uno. Los resultados obtenidos pueden seguir analizdndose segun los
objetivos del sistema productivo y el destino de la produccion. En forma general y también
detallada se considera que se pudo alcanzar el objetivo de estimar el efecto de los manejos
de cultivo en diferentes partes de la planta de tres genotipos obtenidos en la Facultad de
Ciencias Agrarias, UNR. Y a su vez sirve de base para continuar el desarrollo de la tesis y

futuras investigaciones.

CONCLUSIONES

. La aplicacion de fertilizacién, riego y AGs, durante un afio de cultivo, influyeron
diferencialmente en caracteres que se evaluaron en los cultivares, con mayor impacto en

aspectos productivos.

Los genotipos tuvieron mayor influencia en las variables analizadas que los
manejos aplicados, sin embargo alguno de ellos, como GU en los capitulos de primer orden,

estuvieron mas influenciados por las practicas de manejo.

. Se destaco el cultivar Gauchito FCA por un mayor contenido de principios activos
en bracteas, 4cidos dicafeoilquinicos en las hojas, ancho del fondo, rendimiento por unidad
de superficie, nimero de capitulos por planta y peso fresco del capitulo. A su vez presentd

menor pardeamiento y contenido de fibra en el fondo.
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Capitulo Il

IMPACTO DEL USO DE DIFERENTES DOSIS DE ACIDO GIBERELICO EN
PLANTAS DE UN HIBRIDO DE ALCAUCIL.
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INTRODUCCION

De los manejos de cultivo evaluados sobre cultivares FCA en el primer capitulo, se
selecciond la aplicacion de acido giberélico (AGs) como aquella practica o labor cultural mas
significativa para seguir investigando. Varios factores influyeron en esta eleccion enfocada a
esclarecer criterios de uso. La fertilizacion y el riego son dos labores consideradas generales
en los cultivos horticolas, ya que se aplican en la mayoria de las especies. Ademas, se
consider6 que para la determinaciébn de la respuesta a diferentes dosis de riego o
fertilizantes en las plantas deberia realizarse en condiciones controladas como ser cultivo en
macetas con sustrato, proteccion para no recibir agua de lluvia, agua de riego con menor
conductividad debido a las sales sédicas, etc. De esta manera es mas dificil extrapolar los
resultados a un cultivo de alcaucil a campo, con la realidad productiva de la zona. En
cambio, el uso de AGs es una préactica especifica aplicada al cultivo de alcaucil, utilizada por
los productores para lograr precocidad en su produccion y comercializar lo producido en
momentos de precios mas altos, pero el efecto de diferente nimero de aplicaciones sobre
los genotipos, no esta claramente definido en el cinturén horticola del Gran Rosario.
Tampoco esta evaluada la influencia sobre otras variables mas alla de las productivas.

Los reguladores del crecimiento son sustancias tanto de origen natural, como
sintetizadas en laboratorio, que determinan respuestas a nivel de desarrollo, crecimiento o
metabolismo. Entre las primeras hormonas vegetales o fitohormonas descubiertas
encontramos el acido giberélico (AGs). EI mismo actla en muy bajas concentraciones, es
sintetizado en los primordios apicales de las hojas, en puntas de las raices y en semillas en
desarrollo. Se transportan por difusion a través del floema y xilema, lo que evidencia una
translocacion bidireccional a lo largo de la planta (Baixauli Soria y Maroto, 2011; Salisbury y
Ross, 2012).

Las funciones principales de las giberelinas, entre ellas AGs, son incrementar la tasa
de division celular (mitosis) y el crecimiento en los tallos, interrumpir el periodo de latencia
de las semillas, inducir la brotacion de yemas, promover el desarrollo de los frutos y
estimular la sintesis de ARN mensajero (Condés Rodriguez et al., 2008). Conjuntamente
con la division celular, el AGs activa una 0 mas sefiales de transduccion para la transcripcion
de la respuesta primaria de los genes y una respuesta secundaria que se traduce en la
elongacion celular (Taiz y Zeiger, 2004). Las giberelinas tienen un papel particularmente

interesante en la agricultura comercial, ya que conducen al alargamiento y desarrollo de las
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plantas y retrasan la abscisién de las hojas. En la literatura se describen tratamientos con
AGs; previos a cosecha donde se observo control de la descomposicion de frutas (Kinay et
al., 2005). En poscosecha tiene como efecto retardar la senescencia y retrasar la
maduracioén (Ludford, 2003) asi como intervenir en muchos otros procesos (Rodrigues et al.,
2011).

La aplicacion de AGs durante el cultivo de alcaucil es una practica frecuentemente
utilizada por los productores a fin de lograr que la produccién coincida con los momentos de
mejores precios. Sin embargo, los resultados que se logran son dispares ya que la
respuesta parece estar influenciada por factores como la edad de la planta al momento de
aplicacion, el genotipo, el clima, la dosis utilizada, por lo que se recomienda realizar ensayos
para cada regioén (Maroto Borrego, 2002).

Respecto al material genético y la forma de multiplicacién en los paises de mayor
produccion a nivel mundial, como es ltalia, Pesce y Maurominale (2019), afirman que se
cultivan genotipos de difusion local y multiplicacién vegetativa, los cuales son clones con
una base genética muy amplia y también con un alto grado de heterocigosis. A pesar de la
disponibilidad de una biodiversidad tan amplia, el cultivo de alcauciles en estas areas
todavia se basa en unos pocos cultivares. Resulta interesante valorizar el germoplasma
existente, mejorarlo y buscar nuevos genotipos que puedan ser utilizados en todo el mundo.
En las ultimas décadas, sin embargo, esta teniendo lugar una fuerte innovacién en
germoplasma gracias a la introduccién, en algunas areas, de nuevos materiales propagados
por semillas (lerna y Maurimicale, 2004; Condés Rodriguez et al., 2008; Pesce y
Maurominale, 2019). Los mismos se cultivan en el mundo, tanto para consumo en fresco
como para el procesamiento industrial y han ganado importancia econémica debido a varias
ventajas, ya que permiten cultivarse con ciclo anual y de este modo, reducir el costo de
plantacion, el uso de pesticidas, uso de fertilizantes y necesidades de riego, entre otras
(Zapata et al.,, 2019). A su vez pueden lograrse mejores rendimientos y reducir los
inconvenientes sanitarios que conlleva la multiplicacién vegetativa o agamica (L6pez Anido
et al.,, 2010; Saccardo et al., 2013; Rey et al.,, 2016; Pagnotta et al., 2016). En general,
implantar un cultivo de alcaucil a partir de semilla, permite cumplir con los requisitos del
mercado, proveer mejor a las cadenas productivas (consumo fresco e industria), dar
continuidad temporal con calidad del producto y mejorar el ingreso econémico de los
agricultores (Pesce y Maurominale, 2019). En numerosas experiencias, realizadas en el

Centro de Experiencias de Cajamar (Espafa), se ha constatado que existe material vegetal
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multiplicado por semilla que puede ser alternativa o complementar al de multiplicacién
vegetativa, existiendo algunos de muy buena calidad tanto en capitulos verdes como

violetas (Baixauli Soria, 2014).

Respecto a la multiplicacion por semilla, Baixauili (2017a) describe que se pueden
establecer dos grupos de genotipos, los procedentes de polinizacion abierta (tempranos),
originarios de EEUU, de capitulos esféricos o subesféricos y los hibridos Fi. Entre los del
primer grupo, el primero en aparecer fue ‘Green Globe’ y el mas importante en el mundo, el
‘Imperial Star’, con menos pigmentos antocianicos que el anterior. Este ultimo se cultiva con
otros nombres como ‘A-106’, ‘Lorca’ o ‘PS 25000’. También estan los de produccién tardia,
desarrollados principalmente en Francia e Israel, de los cuales el mas importante es el
‘Talpiot’. Entre los de color violeta se encuentra también ‘Colorado Red’ y ‘Red Day’. La
variedad Imperial Star en Espafa es la mas utilizada por ser la mas precoz, de semilla mas
barata y productiva, aunque sus capitulos son globosos y el mercado espafiol busca
cultivares con capitulos méas alargados, similares a ‘Blanca de Tudela’. El segundo grupo de
genotipos corresponde a los cultivares hibridos Fi. Ultimamente esta aumentando el interés
de firmas comerciales de semillas por desarrollar nuevos hibridos, destacando Nunhems de
Bayer CropSciencie que ha puesto en marcha una linea de trabajo para la obtencién de
nuevos cultivares hibridos de alcachofa de semilla, entre los que destacan algunos como:
‘Harmony’, ‘Symphony’, ‘Nun 4011°, ‘Madrigal’, ‘Concerto’, ‘Opera’ y ‘Opal’, siendo estos tres

ultimos violetas.

En Argentina, ocurri6 un proceso similar en cuanto a la adopcion de cultivares
propagados por semilla. La implantacion del cultivo se ha realizado generalmente utilizando
hijuelos (en forma vegetativa) como Grganos de propagacion, ocasionando un deficiente
densidad poblacional de plantas por pérdidas ya sea durante el trasplante de los hijuelos o
por muerte de plantas durante el cultivo, degeneracion de plantas y la diseminacion de
enfermedades (Mondino et al, 2017; Zapata et al., 2019). La multiplicacién en forma sexual
por medio de semillas estd en crecimiento debido a los beneficios que otorga esta
tecnologia al producir incremento en los rendimientos y ocasionar una mayor practicidad en
el manejo agrondmico, posibilidad de planes de rotacion, disminucién de labores y mano de
obra (Garcia et al, 2015).

En los nuevos genotipos de alcaucil multiplicados por semilla, la aplicacion de

giberelinas puede sustituir parcial o totalmente las necesidades de frio y es conocido que
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distintos genotipos tienen diferentes necesidades de &cido giberélico para la entrada en
produccién (Elia et al., 1994). Trabajos de Andujar et al. (2005), han demostrado que el
genotipo Madrigal perteneceria al grupo de altas necesidades de AGs y que podria requerir
dosis mayores a las normalmente empleadas en la zona de Murcia, Espafa, para la
produccién de Blanca de Tudela (L6pez et al., 2006) o las aplicadas en cultivares producidos
en Argentina (Garcia et al., 2010). Ademas de la dosis y tamafio de la planta adecuado, la
efectividad de las aplicaciones depende de varios factores. Si bien la absorcion por la
membrana cuticular es importante, también parece ser que por via estomética se produce
una absorcion considerable. Condés Rodriguez et al., (2008) sefialan que la unién de los
tres factores, humedad, temperatura e iluminacién, en sus parametros adecuados
contribuyen a que, si permanecen abiertos los estomas de la planta en el momento de la
aplicacion y durante un tiempo inmediatamente después, la absorcion del AGs por parte de
la planta sea la adecuada.

Por todos los motivos mencionados, incluimos en las investigaciones a los hibridos
de alcaucil de reciente difusion, multiplicados por semillas, aceptados rapidamente por los
productores y cuyo cultivo se ha revitalizado en nuestro pais. Asimismo, encontramos
necesario evaluar la respuesta de esos hibridos importados a la aplicacion de AGs;
analizando aspectos de composicion quimica, morfologia y produccién, en las condiciones
locales.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar la influencia del uso de diferentes dosis de acido giberélico en un hibrido de

alcaucil.

MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de trabajo

Los experimentos a campo se realizaron en la Seccion de Horticultura de la Facultad

de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario, Campo Experimental J.
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Villarino, Zavalla, Santa Fe, Argentina (33°01'S; 60°53"0), comenzando el ciclo del cultivo a

fines del afio 2014 y concluyendo a fines del 2015.

2. Caracteristicas del suelo, agua de riego y condiciones climéticas

presentadas en la Tabla 1 de la seccién 2 de Materiales y métodos, del Capitulo |.

El cultivo se realizé en un suelo Argiudol Vértico, serie Roldan con las caracteristicas

Para el riego complementario se utilizé agua de pozo, cuyo andlisis fisico, quimico y

bacterioldgico fue presentado también en el Capitulo | (Tablas 2 y 3, en la seccién 2 de

Materiales y métodos).

Las condiciones meteorolégicas a partir del trasplante, es decir los meses de

noviembre y diciembre del 2014 fueron 21 °C y 23°C de temperatura media mensual; 71% vy

75% de humedad relativa del aire, respectivamente. Las precipitaciones registradas fueron

de 146,5 mm en noviembre y 97 mm en diciembre. Durante el afio 2015 y hasta finalizar la

cosecha, las condiciones se pueden observar en la Figura 61.
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Figura 61: condiciones climaticas durante el afio 2015; temperatura (°C) y humedad relativa

(%) del aire en valores promedio para cada mes y lluvia mensual acumulada (mm). Fuente:

Estacion Agrometeoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de Zavalla-UNR/Catedra de

Climatologia Agricola.
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Durante los meses de menor temperatura media mensual, se registraron algunos
dias de heladas (temperaturas por debajo de 0°C); en el mes de junio ocurrieron cinco y en

julio fueron seis.

3. Material vegetal e implantacion del cultivo

Se utiliz6 un material genético multiplicado por semillas, el hibrido de alcaucil
Madrigal F1, de la empresa Nunhems (Bayer), cuyas caracteristicas se mencionan en el

catalogo correspondiente (Figura 62).

Alcaucil MADRIGAL F1 Verde Tardio
Para Fresco e Industria
[Sobre por 1.000 Semillas]

CARACTERISTICAS PRODUCTO....

Tipo Blanca de tudela.

La mejor para la industria.

Planta: vigor alto.

Fruto: alargado y de gran calibre con atractivo color
verde.

Ciclo: tardio.

Destino: mercado fresco y procesado.

Figura 62: Descripcion del hibrido Madrigal F1. Fuente: catalogo de la empresa Nunhems

(Bayer)

Las semillas se sembraron el 7/10/2014 en multimacetas de polietileno negro de 128
celdas (con un volumen de 23 cm® cada una) con sustrato mezcla y cuidado en el
invernadero del plantinero comercial Flhoragro (localidad de Soldini). Luego de 44 dias,
cuando los plantines tenian 2 a 3 hojas verdaderas y se podian extraer con facilidad,
manteniendo armado el pan con cepellon, fueron llevados al lote de la Facultad donde se

implantaron (Figura 63).
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Figura 63: multimaceta con plantines de 44 dias (A) y plantin con pan de cepellon (B),

previo a la plantacion.

El cultivo fue sistematizado en lomos con una densidad de 0,9 plantas por m? (1,4 m
entre hileras y 0,8 m dentro de la hilera), a simple hilera sobre el lomo. El trasplante se
realizé el 20/11/2014 y se colocaron cintas de polipropileno con laberinto incorporado a una
distancia de 33 cm entre cada uno, para una correcta implantacion y los sucesivos riegos
complementarios por goteo (Figura 64).

Figura 64: trasplante de plantines de Madrigal en el lote de la Seccién de Horticultura y
colocacion de las cintas de riego localizado.
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4. Tratamientos y labores culturales

Las plantas recibieron los siguientes tratamientos (NUmero de aplicaciones de AG3):

To) Testigo sin aplicacién

T1) Una aplicacion de 30 ml de solucion acuosa de AG;z (50 ppm) por planta, el 13/04/2015.
La solucién aplicada fue preparada en el Laboratorio Central de la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNR, con acido giberélico (AGs) 90% (Research Organics Inc.), adquirido en
Sigma Aldrich. La aplicacién de AGs se realiz6 mediante una mochila manual, asperjando

sobre el 4pice de la planta y la base de las hojas (Figura 65).

T,) Dos aplicaciones de 30 ml de soluciébn acuosa de AGs (50 ppm), el 13/04 y el
28/04/2015.

Ts) Tres aplicaciones de 30 ml de solucién acuosa de AGs por planta, realizadas las dos
primeras con soluciones de concentracion (50 ppm) el 13/04 y 28/04, y la tercera de
concentracion (60 ppm) el 12/05/2015.

La dosis total aplicada se establecié en base a recomendaciones de la empresa

proveedora de las semillas.

Figura 65: aplicacion de solucion de AGsen plantas de alcaucil el dia 13/04/2015.
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Las aplicaciones se realizaron con mochila cumpliendo la Norma “Protocolo de

aplicaciones fitosanitarios Campo Experimental Villarino” (Resolucién CD N° 233/15).

De acuerdo a los requerimientos del cultivo y la cantidad presente en el suelo, se
determiné que el fertilizante necesario para cubrir dicha demanda era solamente el
Nitrégeno (N). Se aporté a cada planta un total de 45 g de urea, dividido en tres aplicaciones
el 31/03, 04/05 y 01/06/2015. EI fertilizante sélido granulado se colocé en la base de la
planta y luego se incorpor6 al suelo. Desde el trasplante al final de la cosecha, las plantas
recibieron 1067 mm de agua de lluvia y 279 mm de riego complementario por goteo, para
cubrir las necesidades en los periodos de menores precipitaciones. En esos casos se regé
durante una hora, tres veces por semana y en los meses de mayor temperatura, una horay
media, dependiendo de las necesidades. El sistema de riego localizado entregaba 3 mm de
agua por m? en cada hora de riego.

La cosecha se desarroll6 desde el 04/08 al 22/11/2015, en forma manual y
escalonada, siguiendo las recomendaciones de calidad definidas por Trevor y Cantwell
(1997). Las inflorescencias inmaduras deben ser compactas y bien formadas, de un color
verde tipico, un corte de tallo liso y uniforme, libres de dafios por insectos o por manejo, y de
defectos. Las yemas de alcachofa deben parecer pesadas en relacion a su tamafo. El tallo

debe cortarse de 2,5 a 4 cm a partir de la base.

5. Conformacion de las muestras

De cada tratamiento, se cosecharon la totalidad de capitulos de calidad comercial,
producidos por planta. Se tomaron al azar 12 capitulos del primer orden de cosecha o
primarios y se conformaron las muestras para la medicién de las diferentes variables. De
igual manera se procedié con los capitulos del segundo orden de cosecha o secundarios. A
cada uno se le extrajeron las bracteas de manera centripeta como se indico en la seccion 5
del Capitulo I. De este modo quedaron conformados los grupos que representan a los tres
estratos de bracteas, externas (BE), medias (BM) e internas (Bl). El fondo (F) es el

receptéculo carnoso (Figura 66).
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Bl (41-50) BM (21-30) BE (1-10)

Figura 66: conformacion de las muestras de bracteas externas, medias, internas y fondo, en

capitulos de alcaucil primarios y secundarios.

Por otro lado, luego de haber cosechado todos los capitulos con calidad comercial,
se extrajo una hoja del estrato medio de diez plantas de cada tratamiento, tomando la
seccion media del limbo para obtener una muestra compuesta. La preparacion de las
muestras y la medicién de las variables se realiz6 en el Laboratorio Central de la FCA-UNR
(33° LSy 61° LO).

6. Variables medidas
6.1. Variables quimicas y estructurales
6.1.1. Contenido de acidos clorogénico y dicafeoilquinicos

Para medir el contenido de &cido clorogénico (AC) y de &acidos dicafeoilquinicos
(DCQ) se prepararon extractos metandlicos con el mismo procedimiento descripto e
ilustrado en las Figuras 14 a 17, de la seccion 6.1.1 de Materiales y métodos del Capitulo .
Durante dicha tarea se siguieron las indicaciones del Manual de Higiene y Seguridad del
Laboratorio de la FCA (Manual de procedimientos, Resolucion CD N° 455/2014) vy el
Reglamento general para el funcionamiento del laboratorio central FCA (Resolucion CD N°
148/88).

El andlisis quimico se realiz6 en el Instituto de Investigaciones para el

Descubrimiento de Farmacos de Rosario (IDEFAR-UNR-CONICET), y en el laboratorio de
Espectrometria de Masa del Centro Cientifico Tecnolégico de Rosario, Argentina.
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Los experimentos se realizaron por triplicado a partir de extractos de muestras
compuestas por diez Bl y dos mitades de F, extraidos de diferentes capitulos, tanto
primarios como secundarios; y en el caso de las H, la unidad experimental estaba
compuesta de diez hojas del estrato medio de plantas diferentes. En todos los casos las
repeticiones fueron de cada tratamiento aplicado y se expresaron como mg de AC o DCQ

por kg de material vegetal fresco (mg kg).

6.1.2. Pardeamiento del fondo

Para medir el pardeamiento en el fondo se cort6 el capitulo en su eje longitudinal con
cuchillo de ceramica. En una mitad del capitulo se midié la luminosidad (L*) utilizando la
escala CIELab siguiendo el protocolo descripto en la seccion 6.1.3 de Materiales y métodos,
del Capitulo I. Se tomaron fotografias de cada tratamiento que sirven de registro. Se
realizaron seis repeticiones por tratamiento, en capitulos primarios y secundarios. La unidad

experimental fue el fondo de un capitulo.

6.1.3. Fibra insoluble total

Para determinar la fibra insoluble total en Bl, BM, BE y F (en %), se utilizé el método
de separacién mecanica de elementos fibrosos de Kramer y Twig (1973), el cual fue
detallado en la seccién 6.1.2 de Materiales y métodos, del Capitulo | e ilustrado con las

imagenes de la Figura 19 de la misma seccion.

Se realizaron seis repeticiones de cada tratamiento, siendo la unidad experimental
muestras compuestas por diez BE, BM y Bl y dos mitades de fondos, extraidos de dos

capitulos distintos. Se evaluaron tanto capitulos primarios como secundarios.

6.2. Variables morfoldgicas y color

6.2.1. Relacién alto/didametro del capitulo y Relacién alto/ancho de bracteas

Se efectuaron las mediciones del capitulo, el alto maximo desde la base de las
bracteas externas hasta el apice y el ancho maximo en su eje ecuatorial, en cm. El cociente

de ambas medidas fue la relacion alto/diametro (RAD).

Para determinar las medidas de cada estrato de bracteas, se sigui6é la metodologia

descripta en la seccion 6.2.1 de Materiales y métodos, del Capitulo I. El cociente entre el
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alto y ancho de las bracteas fue la relacion alto/ancho (RAA). Se realizaron seis repeticiones
por tratamiento, en capitulos primarios y secundarios. La unidad experimental fue el capitulo
entero en RAD y las medidas promedio de tres BE, BM y Bl de cada capitulo evaluado para
RAA.

6.2.2. Ancho y alto del fondo

Para determinar las medidas del fondo (cm), se cortd6 el capitulo en su eje
longitudinal y se midié el ancho y alto del receptaculo. Se consider6 el ancho méaximo entre
la insercion de las bracteas externas y el alto desde la insercion de las flores y hasta un cm
de tallo floral. Se realizaron seis repeticiones por tratamiento, en capitulos primarios y

secundarios. La unidad experimental fue el fondo de cada capitulo.

6.2.3. Color de bracteas

Para medir el color en BE, BM y Bl se midi6 el pardmetro L* que representa la
luminosidad del color con valores que van del cero (blanco) al 100 (negro); el parametro a*
es la variacion entre rojo (+60) y verde (-60), mientras que b* entre amarillo (+60) y azul (-
60). Se utiliz6 la escala CIELab (Westland, 2001). Para obtener el valor del indice de color

(IC), se aplicé la siguiente formula:
a* x 1000

IC=
L* x b*

La interpretacion de los rangos de IC, se siguié el mismo criterio expuesto en la
seccion 6.2.3 de Materiales y métodos, del Capitulo I. Se realizaron seis repeticiones por
tratamiento, cuya unidad experimental fueron las medidas promedio de tres BE, BM y Bl de

cada capitulo primario y secundario evaluados.

6.3. Variables productivas

6.3.1. Rendimiento en peso fresco del cultivo

Durante la etapa productiva del cultivo se comenzé con la cosecha de los capitulos

primarios, una vez que los mismos alcanzaron su maximo tamafio, formando una cabeza
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compacta. Se prosiguidé cosechando los sucesivos capitulos. Los capitulos de orden
posterior dejaron de cosecharse cuando pesaron menos de 100 g. La totalidad de Kg
cosechados en el lote evaluado se dividié por la densidad de plantas por m? (Kg m?) y se

obtuvo el rendimiento por unidad de superficie, para cada tratamiento y genotipo.

6.3.2. Peso fresco del capitulo

Se pesaron los capitulos cosechados primarios y secundarios enteros, en g. Se

realizaron seis repeticiones por tratamiento y la unidad experimental fue el capitulo entero.

6.3.3. Peso fresco de bracteas

Luego de determinar el peso fresco de los capitulos enteros, los mismos se
sometieron al proceso de conformacion de las muestras de los diferentes estratos de
bracteas. Se pesaron el conjunto de las diez BE, BM y BI, en g. La muestra representativa
de cada conjunto de bracteas, complementa a la variable de peso medio total de capitulo
primario y secundario, brindando una idea de la proporcién de cada estrato de las mismas.
Se realizaron seis repeticiones de cada tratamiento, siendo la unidad experimental el

conjunto de diez bracteas dentro de cada estrato.

6.3.4. Peso seco del fondo y bracteas

El material fresco, se pes6 y se coloc6é en estufa en bandejas de papel aluminio,
hasta peso constante. El peso seco obtenido se refirié al peso fresco en %. Se realizaron
seis repeticiones de cada tratamiento, siendo la unidad experimental, muestras compuestas
por cinco BE, BM y BI; dos mitades de fondos, extraidos de dos capitulos distintos, tanto

primarios como secundarios.

6.3.5. NUmero de capitulos por planta

La cosecha se realiz6 identificando los capitulos de cada planta, logrando asi el dato
del numero total de capitulos. Se consideraron las plantas que habian producido como

minimo ocho capitulos.
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6.3.6. Precocidad

La precocidad se midié contando los dias desde la primera aplicacién de AGs hasta

la cosecha del capitulo primario de cada planta (dias a cosecha).

7. Analisis estadistico

En un lote implantado de 480 plantas del genotipo Madrigal se aplicaron los cuatro
tratamientos, en un disefio en bloques al azar con seis repeticiones. Cada parcela tenia 20
plantas.

El modelo estadistico fue el siguiente:

Yik=p+Ti+oj+eik

Donde
Y i = valor observado en la unidad experimental

K = media general del ensayo

Ti = efecto del tratamiento
aj = efecto del bloque

€ijk = término del error

Se analiz6 la normalidad con la prueba de Shapiro Wilks y la homogeneidad con la
prueba de Levene para cada variable y se aplic6 andlisis de variancia (ANAVA) y la prueba
de Duncan para aquellas de distribucion normal, mientras que Kruskal Wallis fue aplicada
para las variables de distribucion no normal. Se estimaron las correlaciones de Pearson
entre pardeamiento del F y contenido de principios activos en Bl, F y H. El programa
estadistico utilizado es INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2016). Para todas las variables, los
graficos fueron realizados utilizando los valores medios de cada tratamiento con su

correspondiente error experimental.
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RESULTADOS

La respuesta a la aplicacion de AG; es visible a los pocos dias de realizada. Se
aprecia un mayor crecimiento vegetativo con un desarrollo mas erecto de las plantas
(Baixauli Soria, 2017b). Las plantas presentaron un crecimiento acelerado, las hojas
erguidas y de un color verde mas claro (Figura 67), debido a los procesos fisiolégicos que

ocurren en el vegetal, como se explicé en la introduccion del presente capitulo

aplicaciones =¥ aplicacion
de AG3 & de AG3

Figura 67: plantas de alcaucil con dos aplicaciones de AGs; (izquierda), previo a la tercera
aplicacion del 12/05/2015 y plantas sin ninguna aplicacién de AGs (derecha).

1. Variables quimicas y estructurales

1.1. Contenido de &cidos clorogénico y dicafeoilquinicos

Se observaron diferencias en el contenido de AC en F y Bl (p<0,05) de capitulos
primarios. En el F el mayor valor se midi6é en T, (2229 mg kg* de peso fresco) si se compara
con el promedio de To y T1 (1057 mg kg™ de peso fresco). En las Bl se observé un contenido
de 2755 mg kg de peso fresco en T, que fue mayor respecto a To (1506 mg kg de peso
fresco) y T1 (1373 mg kg de peso fresco). En cambio, en H no se observaron diferencias

entre los tratamientos de AGs aplicados (Figura 68 A).

Respecto al contenido de DCQ, hubo diferencias en el F (p<0,05) presentando T el
mayor valor (1257 mg kg™ de peso fresco), respecto a los demas tratamientos en capitulos
primarios. En cambio, en las Bl y H no se observaron diferencias estadisticas entre los

tratamientos aplicados (Figura 68 B).
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Figura 68: contenido de acido clorogénico (A) y dicafeolquinicos (B) expresados en mg Kg*
de peso fresco en fondo (F), bracteas internas (BI) de capitulos primarios y en hojas (H) del
genotipo Madrigal, con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To- Ninguna
aplicacion; T1- Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones, Diferentes letras
dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre

tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

En capitulos secundarios solamente se pudo determinar el contenido de AC en F y

Bl, no observandose diferencias entre los tratamientos aplicados (Figura 69).
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Figura 69: contenido de acido clorogénico expresado en mg Kg?! que fue detectado en
fondo (F), bracteas internas (Bl) de capitulos secundarios del genotipo Madrigal, con
diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To- Ninguna aplicacién; T: - Una
aplicacion; T. - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al

5%, segun prueba de Duncan.

1.2. Pardeamiento del fondo

En las mediciones del pardeamiento del F se observaron con Ty y T, valores
absolutos mayores (-11,0 y -9,8 respectivamente) que respecto a Tz (-7,9) (p<0,05) en
capitulos primarios (Figura 10 A). En los capitulos secundarios se observd diferencia
(p<0,05) entre To (-13,0%) y Tz (-6,9%), presentando valores intermedios los otros

tratamientos (Figura 10 B).
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Figura 70: pardeamiento del fondo (delta L* entre 10 minutos del corte y el momento inicial)
de capitulos primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con diferentes
tratamientos de acido giberélico (AGs). To- Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacion; T2 - Dos
aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y
variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de
Duncan.

En la Figura 71 se muestran fotos de un capitulo primario con T, al momento del
corte (Mo) y a los diez minutos del mismo (M1), en los cuales fue medida la luminosidad en el

F y la diferencia de ambas mediciones determina el pardeamiento del mismo.

Figura 71: capitulo primario de Madrigal al momento del corte en su eje longitudinal (A) y el
mismo capitulo a los diez minutos (B), de una planta sin ninguna aplicacion de AGs (To).
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Para ilustrar los datos obtenidos, en la Figura 72 se muestran fotos de un capitulo
primario con T3 al momento del corte (Mo) Yy a los diez minutos del mismo (Ms), en los cuales

se determiné el pardeamiento del F.

Figura 72: capitulo primario de Madrigal al momento del corte en su eje longitudinal (A) y el

mismo capitulo a los diez minutos (B), de una planta con tres aplicaciones de AGs; (Ts).

Respecto a los andlisis de correlacion entre variables medidas, no se encontrd
correlacion entre pardeamiento y las variables quimicas (p>0,05). Sin embargo, se
encontraron algunas relaciones entre los compuestos quimicos evaluados y las distintas
partes de la planta. El contenido en AC en BI estuvo correlacionado positivamente con el
contenido de AC y DCQ en el F (r > 0,83; p< 0,0001). El AC en el F estuvo correlacionado
positivamente con el contenido de DCQ, tanto en el F (r = 0,95; p<0,0001) como en las H (r
=0,73; p<0,01).

1.3. Fibra insoluble total

El contenido de fibra insoluble total no varié significativamente en los F de capitulos
primarios, por efecto de los tratamientos. En cambio, en las Bl todos los tratamientos de
aplicacion de AGs a las plantas, disminuyeron la proporcion de fibra (p<0,01), con valores de
4,2%, 2,9% y 3,3%, respecto a To (5,8%), como puede observarse en la Figura 73 A. En los
capitulos secundarios se observd menor % de fibra en F con T2 y T3 (p<0,05) con valores de
3,5% en promedio respecto a los demas tratamientos (5,4% en To y Ti). En las Bl se

116



observaron diferencias significativas de To con 5,4% de fibra respecto a T, (2,3%) y T3
(2,9%), (Figura 73 B).
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Figura 73: contenido de fibra insoluble total (%) en fondo (F) y bracteas internas (Bl) de
capitulos primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con diferentes
tratamientos de &cido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacién; T, - Dos
aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y
variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de

Duncan.

2. Variables morfolégicas y color
2.1. Relacion alto/diametro del capitulo y Relacién alto/ancho de bracteas

Los tratamientos aplicados modificaron la forma de capitulos primarios expresada en
la relacion alto/diametro (RAD) de los mismos como se muestra en la Figura 74 A. Hubo
valores de 1,1 en promedio para To - T1 y 1,4 para T2 - T3 (p<0,01), es decir que éstos
ultimos fueron méas alargados por las aplicaciones de AGs. El mismo efecto se hallé en las
BM y BE, medido en la relacién alto/ancho (RAA) de las mismas (p<0,01), mientras que en
las Bl no se observaron diferencias entre tratamientos. En cambio, en los capitulos
secundarios no hubo efecto entre el nimero de aplicaciones de AG; sobre la forma del

capitulo y los estratos de bracteas (Figura 74 B).
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Figura 74: relacion alto/diametro de capitulo (RAD) y relacion alto/ancho de bracteas
internas (RAA BI), bracteas medias (RAA BM) y bracteas externas (RAA BE), en capitulos
primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con diferentes tratamientos de
acido giberélico (AGs). To- Ninguna aplicacion; T1- Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts-
Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y variable medida,

indican diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun el test de Duncan.

2.2. Ancho y alto del fondo (cm)

Con respecto a la variable ancho del F en capitulos primarios de Madrigal, se
diferencié T, con el mayor valor (5,6 cm) comparado con los demas tratamientos (p<0,05).
En el caso del alto del F, con To y T2 se observo mayor valor promedio (3,1 cm) que respecto

a T3 (2,7 cm) (p<0,05), como puede visualizarse en la Figura 75 A. En los capitulos
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secundarios, no se observaron diferencias entre los tratamientos en el ancho del F, pero si
en el alto del F (p<0,01), siendo mayores con To y T:1 (2,8 cm en promedio), respecto a los

demas tratamientos (2,3 cm en promedio) (Figura 75 B).
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Figura 75: ancho y alto del fondo (F) (g) en capitulos primarios (A) y secundarios (B) del
genotipo Madrigal, con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To - Ninguna
aplicacion; T1 - Una aplicacion; T2 - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras
dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre

tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

2.3. Color de bracteas

El color de los diferentes estratos de bracteas, en general no tuvo notoria influencia
de los tratamientos. En los dos 6rdenes de cosecha, solamente se observaron diferencias
entre tratamientos en las Bl. En los capitulos primarios todas las mediciones estan cercanas
al valor de los verdes amarillentos mas claros, diferencidndose Tz con el mayor valor
absoluto (-2,9) respecto a los demas tratamientos (-2,4 en promedio) (p<0,01), como puede
visualizarse en la Figura 76 A. En los capitulos secundarios con To - T1 se presenta un IC
amarillo verdoso (-1,9 en promedio) mientras que con T, - Tz (-2,5 en promedio) es verde
amarillento (p<0,01) (Figura 76 B).
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Figura 76: Indice de color (IC) en bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con
diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T: - Una
aplicacion; T. - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al
5%, segun prueba de Duncan.

Para visualizar mejor el color que presentaron los distintos estratos de bracteas, se
presentan en la Figura 77 bracteas de capitulos primarios con el tratamiento control (A) y
con tres aplicaciones de AGs (B).
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Figura 77: estrato de bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE)
de un capitulo primario de Madrigal, cosechado de una planta sin ninguna aplicacién de AGs
(To), (A) y de una planta con tres aplicaciones de AGs (T3), (B).

3. Variables productivas

3.1. Rendimiento en peso fresco del cultivo

El rendimiento del genotipo Madrigal fue superior con T3z (p<0,01), alcanzando una

produccién de 1,7 kg m?, respecto a To y T1 (1,4 kg m*2 en promedio) (Figura 78).
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Figura 78: rendimiento en peso fresco del cultivo (kg m?) en el genotipo Madrigal, con
diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T: - Una
aplicacion; T» - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al
5%, segun prueba de Duncan.
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3.2. Peso fresco del capitulo

El peso del capitulo primario fue superior con T, y Tz (p<0,01), llegando a pesar 273
g en promedio, respecto al encontrado frente a los demas tratamientos que pesaron en
promedio 249 g (Figura 79 A). Los capitulos secundarios presentaron valores menores y la
influencia de los tratamientos en esta variable de peso medio fue igual a la observada en los
de primer orden de cosecha. Los mayores valores se hallaron con T, y T3z (p<0,01) con 181
g en promedio para ambos tratamientos, mientras que con To y T: resulté en 135 g (Figura
79 B).
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Figura 79: peso fresco (g) del capitulo primario (A) y secundario (B) en el genotipo
Madrigal, con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To- Ninguna aplicacién; T; -
Una aplicacién; T2 - Dos aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones, Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al

5%, segun prueba de Duncan.

3.3. Peso fresco de bracteas

Respecto al peso de los diferentes estratos de bracteas y su participacion en el peso
total del capitulo, se pudo observar que las BM lo hacen en mayor medida, en ambos rangos
de cosecha. En capitulos primarios, la influencia de los tratamientos fue notoria en Bl y BE
(p<0,05); en las primeras, con Ty, T1 Y Tz se obtuvo mayor valor respecto a T, (17,7 g). En

cambio en las BE se observé practicamente lo contrario ya que T, presenté el mayor peso
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(32,5 g) comparado con To y T1 (24,9 g en promedio) (Figura 80 A). En los capitulos
secundarios el efecto de los tratamientos se observé en Bl y BM (p<0,01), en las cuales T> y

Ts tuvieron el mayor peso de bracteas respecto a Toy T1 (Figura 80 B).
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Figura 80: peso fresco (g) de 10 bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE), de capitulos primarios (A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con
diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T: - Una
aplicacion; T. - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al

5%, segun prueba de Duncan.
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3.4. Peso seco del fondo y bracteas

El peso seco de algunas partes del capitulo, fueron diferentes segun el tratamiento
aplicado. En el caso de los capitulos primarios, esto se evidencio en las Bl (p<0,01), en las
cuales se presentaron los mayores porcentajes con To - T1 (14,3% en promedio), comparado
con T, - Tz (10,4%) (Figura 81 A). En los capitulos secundarios, con valores y
comportamiento muy similares a lo mencionado anteriormente, se observaron en BI

diferencias altamente significativas entre Ty - T1 y los otros tratamientos (Figura 81 B).
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Figura 81: peso seco (%) del fondo (F) y 10 bracteas internas (Bl) de capitulos primarios
(A) y secundarios (B) del genotipo Madrigal, con diferentes tratamientos de acido
giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacién; T, - Dos aplicaciones; T3 - Tres
aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican

diferencias estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

3.5. Niumero de capitulos por planta

El nimero de capitulos por planta, junto al peso medio de los mismos, son factores
importantes que influyen en el rendimiento. En la Figura 82 se puede ver que los
tratamientos con mayor numero de aplicaciones de AGs, presentan mayor cantidad de

capitulos por planta (11,8 y 11,6) respecto a T1 (10,5) y To (9,7).
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Figura 82: numero total de capitulos producidos por planta del genotipo Madrigal, con
diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To- Ninguna aplicacién; T: - Una
aplicacion; T. - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras dentro de cada
parte de la planta y variable medida, indican diferencias estadisticas entre tratamientos al
5%, segun prueba de Kruskal Wallis.

3.6. Precocidad

Respecto al tiempo transcurrido entre la primera aplicacién de AGs y la cosecha del
primer capitulo, Ts presentd el menor valor, es decir fueron las plantas mas precoces (126
dias), luego le sigue T, con 135 dias y por ultimo T1y To que no se diferencian entre si y
presentan el mayor numero de dias para entrar en produccion (173 y 177 dias
respectivamente) (Figura 83).
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Figura 83: precocidad, dias desde la primera aplicacion de AGs a la cosecha del capitulo
primario del genotipo Madrigal, con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To -
Ninguna aplicacion; Ti - Una aplicaciéon; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones,
Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y variable medida, indican diferencias

estadisticas entre tratamientos al 5%, segun prueba de Duncan.

DISCUSION

Los cambios observados en el crecimiento de las plantas tratadas con varias
aplicaciones de AGs y su impacto en todo su ciclo, fueron observados en los resultados
obtenidos. La serie de sefiales que desencadena la aplicacién de esta hormona vegetal y las
respuestas de las plantas, se evidencia en el incremento de la longitud en las células y el
namero de las mismas, lo cual es directamente proporcional al nimero de aplicaciones.
Cabe mencionar asi mismo, que la mayor acumulacién de AG; ocurre en los tejidos jovenes
y es alli donde se produce la mayor biosintesis de esta hormona (Bari y Jones 2009), lo que

podria explicar también un crecimiento mas acelerado en las plantas tratadas.

Los diferentes tratamientos de AGs a las plantas del hibrido de alcaucil Madrigal
tuvieron mayor o menor influencia sobre las variables evaluadas. Esto permitira ajustar el
manejo respecto a la aplicacion de AGs, optimizando los objetivos productivos en funcion de

las propiedades quimicas y caracteristicas morfolégicas que hacen a la calidad de esta
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hortaliza. En cuanto al contenido de AC en capitulos primarios, se observé en F un 87% de
incremento con T2, llegando a un valor de 2229 mg kg! de peso fresco, respecto al
promedio de To y T1. En las Bl el aumento con T2 (2755 mg kg de peso fresco) fue del 91%
respecto al promedio de los tratamientos con una y ninguna aplicacion de AGs (1439 mg kg?

de peso fresco). En cambio, en las H no se observaron diferencias estadisticas.

Respecto al contenido de DCQ, hubo diferencias entre el nimero de aplicaciones de
AG3; solamente en el F (p<0,05), presentando con T, el mayor valor (1257 mg kg™ de peso
fresco), que representa un incremento del 85% respecto al promedio de los demas
tratamientos. En los capitulos secundarios no se hallaron diferencias entre tratamientos. En
el extenso campo de investigacion y el conocimiento del cultivo de alcaucil, no esta
dilucidado aun la respuesta de las plantas a las aplicaciones exdégenas de AGs, en relacion
al contenido intrinseco en los tejidos vegetales en cada etapa fenolégica del cultivo.

Por otro lado, la sintesis de &acidos fendlicos en general se desarrolla por la via mas
importante que es la ruta del &cido shikimico y por lo que sabemos es independiente de la
ruta del 4cido giberélico. EI metabolismo del acido giberélico en plantas tiene lugar a partir
de una serie de reacciones en cadena, reguladas por diversas enzimas y algunas de ellas
estan codificadas por pequefias familias multigénicas (Sponsel y Hedden, 2004), muy
estudiado en algunas especies como el tomate. En la biosintesis del acido giberélico, la
mayoria de los genes que codifican las enzimas involucradas han sido aislados y
caracterizados (Bomke y Tudzynski, 2009). Sin embargo, algunos componentes de
sefalizacién adicionales, eventos celulares y bioguimicos posteriores necesitan ser adn
investigados para comprender mejor la naturaleza molecular de la respuesta. El aspecto que
si se conoce es que la sintesis de fenoles se incrementa en los vegetales ante situaciones
de estrés, como una forma de defensa que tienen las plantas (Rodrigues et al., 2011). En el
caso de aplicaciones de AG; se produce una catarata de reacciones, crecimiento acelerado,
multiplicacion y alargamiento celular, entre otras, las cuales pueden producir un estrés en la
planta. Sumado a estos procesos, muchas veces las plantas soportan periodos de muy
bajas temperaturas, pudiendo estimular también la produccion de metabolitos secundarios
de proteccion. En las condiciones experimentales de esta tesis, dos aplicaciones de AG; (T2)
impactan en el contenido de AC en las partes comestibles y de DCQ solo en el F de
capitulos primarios. Con la dosis mayor de tres aplicaciones (T3) no se observa un aumento

en el contenido de principios activos como ocurre con To.
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Por otro lado, otra variable que hace a la calidad integral del alcaucil como alimento
es el pardeamiento de los tejidos durante el procesamiento de los capitulos. El alcaucil,
como lo afirma Lattancio et al. (1994), es muy susceptible al pardeamiento enzimatico
debido, principalmente, a su alto contenido de compuestos fendlicos y a la elevada actividad
enzimatica presente en sus tejidos. Durante el procesado de esta hortaliza se alcanza la
mayor oxidacion enzimatica, produciéndose el oscurecimiento indeseable de la superficie.
Como ya se ha mencionado respecto a la comercializacién, una gran proporcién de los
capitulos de alcaucil se destinan a consumo en fresco o se procesan industrialmente como
productos congelados o en conserva. Sin embargo, como lo expresa Zapata et al. (2019), en
la actualidad las necesidades de los consumidores van encaminadas a productos frescos
con valor agregado en términos de calidad, conveniencia, valor nutricional y facilidad de
preparacion, y en este sentido han aumentado la produccion industrial de productos frescos
recién cortados o cuarta gama. En este sentido, numerosas empresas productoras y
comercializadoras, auguran un gran cambio en el futuro del consumo de alcaucil, motivado
por una mayor facilidad en el consumo. Y es que, estamos ante una singular hortaliza, en la
que su preparacion culinaria lleva consigo la generacién de un residuo que contrasta con el
actual modo de vida. La sociedad, especialmente en los paises mas desarrollados, consume
cada vez mas comida procesada o lista para comer, la oferta aumenta de forma paralela al
crecimiento del consumo de este tipo de producto, y sin duda el futuro del alcaucil pasa por
hacerla disponible a los consumidores en diferentes formatos, entre los que podria destacar

la cuarta gama (Zapata et al., 2019).

En estos productos frescos de alcaucil donde es muy importante utilizar genotipos y
manejos del cultivo que impidan el oscurecimiento durante el procesado y comercializacién.
En las mediciones de pardeamiento del F realizadas en la parte experimental de esta tesis,
se observo que con To y T2 son mayores los valores que los encontrados con T3 en capitulos
primarios. En los capitulos secundarios se observd mayor pardeamiento en el control
respecto a T3, presentando valores intermedios los otros tratamientos. En referencia a esta
caracteristica, diversos autores han demostrado que existe una proporcionalidad directa
entre el contenido polifendlico y la susceptibilidad de pardeamiento en el alcaucil (Cabezas
Serrano et al., 2009; Todaro et al., 2010). Estos autores también citan que el tipo de fenoles
presentes en el vegetal influye sobre la reaccién de oxidacién, siendo el acido clorogénico el

mejor sustrato para la enzima polifenoloxidasa (PPO) del alcaucil.
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En los resultados obtenidos en Madrigal hay una correspondencia entre T, el mayor
contenido de AC y DCQ en el F y pardeamiento significativo, siempre en capitulos primarios;
sin embargo, con el tratamiento control hubo mayor pardeamiento con un menor contenido
de principios activos. Y en capitulos secundarios el contenido de AC fue similar en el F en
todos los tratamientos y sin embargo el pardeamiento del mismo fue 100% mayor con To
respecto a Ts. Debido a esto, no se puede establecer claramente una correlacién positiva
entre el contenido de los compuestos quimicos medidos en el F y el pardeamiento del
mismo. El pardeamiento enzimatico depende de la variedad de alcaucil, al igual que ocurre
con el contenido fendlico y la actividad enzimética. Si bien en esta etapa de los
experimentos se evalud solamente el genotipo Madrigal, los diferentes tratamientos de AGs
permiten cosechar los capitulos de diferente orden cuando las condiciones climaticas son
diferentes, es decir el control es mas tardio y los capitulos se desarrollan con temperaturas
mas elevadas. Varios autores han demostrado que las variedades recolectadas durante los
meses frios suelen presentar menor susceptibilidad al pardeamiento que las cosechadas en
los meses mas calidos (Di Venere et al., 2005; Massignan et al., 2005; Ricci et al., 2013).
Estos resultados, junto a los del Capitulo I, deberian seguir estudidndose para continuar la
busqueda de genotipos y tratamientos que propicien un menor pardeamiento de los tejidos

al ser cortados.

Otro aspecto importante a considerar relacionado a la calidad y a las caracteristicas
organolépticas de un alimento al momento de su consumo, es la fibrosidad. Esta
caracteristica interviene en gran medida en la textura y palatabilidad. En el capitulo | de esta
tesis observamos que los genotipos presentaban diferente contenido de fibra en las partes
comestibles y que los manejos de cultivo influyeron en menor medida en el Fy las Bl. Con la
aplicacion de AGs, el porcentaje de fibra disminuy6 en el F del genotipo GA (Gauchito), en
las Bl de GU (Guri) y en ambas partes en OV (Oro verde). Analizando ahora el efecto del
namero de aplicaciones de AGs sobre un mismo genotipo, en este caso en el hibrido
Madrigal, se observé que con T disminuye la fibra 6%, con T, el 29% y con Ts el 48%,
respecto al control que tenia 6% de fibra insoluble total en Bl de capitulos primarios. En los
secundarios si hubo efecto de los tratamientos en el F, disminuyendo 34% el contenido de
fibra con T, y Ts, respecto a los demas tratamientos (5% en promedio). En las Bl se observo
46% menos de fibra con T2 y 39% menos con Ts. El alcaucil es un alimento considerado
como fuente de fibra dietaria, pero como se mencioné en el capitulo I, un exceso de la
misma puede disminuir la palatabilidad de la mayor porciébn comestible compuesta por el

receptaculo carnoso y las bracteas internas.
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Otra consecuencia de la accion del AGs, acelerando el ciclo de la planta en su
transformacion a la fase reproductiva, puede ser el alargamiento del capitulo, cambiando su
forma. Los procesos celulares involucrados en el alargamiento de la planta resultan de una
combinacién de division celular y alargamiento celular y estos dos eventos son estimulados
por giberelinas, segun Taiz y Zeiger (2010). En capitulos primarios de Madrigal los
tratamientos con mayor numero de aplicaciones de AGz aumentaron levemente la relaciéon
entre la altura y el diametro, respecto a T1 y To; pero este cambio es muy dificil de percibir ya
gue de 1,1 en los primeros, pasa a 1,14 en los segundos. Este pequefio cambio puede estar
dado por el aumento en la relacion entre el alto y ancho de las BM y BE, pero no se
considera un cambio apreciable en la forma del capitulo. En los secundarios no se
observaron diferencias entre tratamientos. Ademas de la forma del capitulo, otro parametro
importante es el tamafio del receptaculo carnoso y en este experimento se puede destacar
que con la aplicacién de T, en capitulos primarios de Madrigal se logré mayor ancho del F
(5,6 cm) comparado con los demas tratamientos. En el caso del alto del F, con To y T2
también se presentd un mayor valor (3,1 cm en promedio) respecto a Ts (2,7 cm). Estas
variables de tamafo estuvieron relacionadas con las variables productivas determinantes del
rendimiento, siendo importante destacar que con algunos de los tratamientos con AG; se
observaron incrementos de valor en estas variables, mientras que, en otros paises como
Espafia, en cosechas de otofio e invierno utilizando el hibrido de Madrigal, observaron
disminucién en el tamafio de capitulos y por lo tanto del receptaculo (Baixauli Soria, 2017b).
En los capitulos secundarios, no se observaron diferencias entre los tratamientos en el
ancho del F, pero si en el alto del F, siendo mayores con To y T1 (2,8 cm en promedio),

respecto a los demas tratamientos (2,3 cm en promedio).

Relacionado a las variables morfolégicas, al efecto del AGs en el crecimiento de los
tejidos y su consecuencia en la calidad visual del alcaucil en los distintos estratos de
bracteas, se observé que no hubo diferencias en el IC de las BM y BE, siendo un resultado
positivo al no variar el color del capitulo en su conjunto. En las BI los valores absolutos de IC
fueron muy similares pero se observo una diferencia estadistica entre T3 (verde amarillento)
y el resto de los tratamientos (amarillo verdoso), en los primarios y entre T, - T respecto a

los demas, en los secundarios.

Analizando los resultados de las variables productivas, se puede observar que, en

general, el manejo del cultivo impacta en mayor medida en las variables productivas. Este
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mismo comportamiento se habia observado en el capitulo | con la aplicacibn de otros
tratamientos 0 manejos sobre los cultivares FCA. En este caso, donde se aplicaron distintas
dosis de AGs  con el objetivo principal de producir primicias y tener oferta en el mercado la
mayor parte del afio, se lograron ademas ventajas en otros aspectos como calidad y
productividad. En las condiciones de los presentes experimentos el rendimiento de Madrigal
fue superior con T3 (1,7 kg m?), respecto a To y T1 (1,4 kg m?), es decir un incremento del
22%. Asi mismo las demas variables que afectan directamente al rendimiento también
respondieron positivamente a las aplicaciones de AGs, como ocurrio con el aumento del
peso medio de los capitulos primarios con T2 y Tz (273 g en promedio), respecto a los
demés tratamientos (249 g), es decir un incremento del 10%. En los secundarios el
incremento fue del 34%. En general, la utilizacién de reguladores de crecimiento vegetal en
la agricultura, ha sido un medio para promover aumentos cuantitativos y cualitativos de la
produccion, ya que cuando estas sustancias se aplican directamente a las plantas,
promueven cambios en los procesos vitales y estructurales, aumentando el contenido de

sacarosa, ademas de los rendimientos de los cultivos (Caputo et al. 2007).

Otro componente del rendimiento, junto al peso medio, es el nimero de capitulos por
planta, que en el caso de Madrigal, observamos que los tratamientos con mayor numero de
aplicaciones de AGs; a las plantas (T2 - Ts), permitieron producir mayor cantidad de capitulos
por planta (11,7 en promedio) respecto a T1 (10,5) y To (9,7). En el primer caso se produjo
un aumento del 11% y respecto al testigo un incremento del 21% en la cantidad de capitulos
cosechados. El impacto en la fisiologia del crecimiento y consecuentemente en el
rendimiento por la aplicacién de AGs, se ha estudiado en diferentes cultivos. Por ejemplo, en
frutilla, su aplicacion aumentd el crecimiento vegetativo, aunque el tamafio, peso y
rendimiento de fruta se redujeron (Qureshi et al., 2013), mientras que en la pifia aumento el
peso de la fruta (Li et al., 2011).

Finalmente, resulta muy importante destacar el efecto de la aplicacion de AGs sobre
la precocidad del cultivo de alcaucil, en los experimentos realizados sobre el hibrido
Madrigal. El tiempo transcurrido entre la primera aplicacién de AGsy la cosecha del primer
capitulo, fue menor con T3 (126 dias), significando una diferencia de 51 dias respecto a To,
es decir las plantas fueron las mas precoces; luego le siguid T, con 135 dias, con un
adelanto en la produccion de 42 dias y por ultimo T: y To que tardaron 173 y 177 dias

respectivamente para comenzar la cosecha, no habiendo diferencias estadisticas entre
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ellos. Estos resultados son de fundamental importancia por las implicancias econémicas de

lograr adelantar la entrada en produccion.

Realizando una evaluaciébn general de la respuesta del hibrido Madrigal a los
tratamientos aplicados de AGs, en las condiciones experimentales detalladas en esta tesis,
se puede decir que los tratamientos T2 y T3, son los gue mas impactaron en la mayoria de
las variables medidas, especialmente en su composicion quimica. Con dos aplicaciones de
AGs, se incrementd un 87% el contenido de AC en el Fy 91% en BI de capitulos primarios,
respecto a una y ninguna aplicacion. A su vez se increment6 un 85% el contenido de &cidos
DCQ en el F, respecto al promedio de los demas tratamientos. Con T3 ademas se observo
un menor pardeamiento del F luego del corte del capitulo y una importante disminucion del

contenido de fibra en Bl y F, en ambos ordenes de cosecha.

Mas aln, si se analizan las variables productivas en particular que son las que en
definitiva determinan las decisiones en el manejo agronémico de un cultivo, se observa que
entre dos y tres aplicaciones de AG3 no hay diferencias estadisticas, es decir que se podrian
practicar dos aplicaciones de 30 mL de solucién acuosa de AGs (de concentraciéon 50 ppm) y
la rentabilidad seria la misma al igual que la calidad. De esta manera podrian optimizarse los
costos de produccion. De todas maneras, hay que tener en cuenta que la accién de las
hormonas vegetales depende de la etapa de desarrollo y de la actividad de la planta, de
estimulos externos, de la parte de la planta que esta recibiendo el estimulo y el tiempo de
este impacto (Larcher, 2006), siendo necesario realizar otros experimentos. Por todo lo
expuesto, seria necesario estudiar estos mismos tratamientos de AGs en una mayor
diversidad de genotipos para poder extrapolar con mayor evidencia cientifica ésta practica

de manejo.
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CONCLUSIONES

. Los tratamientos con diferente nUmero de aplicaciones de AGs en plantas del hibrido
Madrigal, tuvieron efecto en la mayoria de las variables evaluadas, especialmente las

quimicas y productivas.

. Con dos aplicaciones de AGs, se incrementé el contenido de principios activos en el fondo
y bracteas internas.

. Los tratamientos de AGs no afectaron las variables morfol6gicas del capitulo y el color de

las bracteas.
. Con dos y tres aplicaciones de AGs disminuy6 el contenido de fibra en el fondo y bracteas

internas y el pardeamiento del fondo. Asi mismo aumentaron el rendimiento por unidad de

superficie, el peso medio del capitulo, el nUmero de capitulos por planta y la precocidad.
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Capitulo 1l

INFLUENCIA DE DIFERENTES DOSIS DE ACIDO GIBERELICO EN VARIABLES
QUIMICAS, MORFOLOGICAS Y PRODUCTIVAS, EN PLANTAS DE CULTIVARES
E HIBRIDOS DE ALCAUCIL.
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INTRODUCCION

En base a los resultados obtenidos en el capitulo anterior y habiendo observado que
el nimero de aplicaciones de AGs, tiene implicancias en muchas variables evaluadas, se
proyecté importante estudiar dicha respuesta en diversos genotipos. Por otro lado, en el
caso de los hibridos, seria interesante evaluar las variables consideradas anteriormente,
para las distintas formas de multiplicacibn que se cuentan para comenzar un cultivo.
Actualmente en nuestro pais, debido al costo elevado de las semillas, los productores
frecuentemente inician un lote con hijuelos de las plantas provenientes de semilla o0 manejan
el mismo lote de plantas durante dos o tres afos. Este mismo proceso también lo sefiala
Bauxauli Soria (2017b), en la produccion de alcaucil en Espafia donde el precio de la semilla
y la necesidad de un plantinero, encarece el material vegetal y el costo del cultivo. De la
misma manera resultaria importante evaluar el efecto del nimero de aplicaciones de AGs en
algunos cultivares creados en la Facultad de Ciencias Agrarias, UNR, junto al genotipo
cultivado durante muchos afios en Argentina (cultivar Francés). Como lo expresan Bekheet y
Sota (2019), el estudio y la conservacion de los recursos genéticos del alcaucil es un tema
importante, ya que las principales amenazas son el bajo nimero de variedades cultivadas,

siendo un indice de erosion genética en comparacion con la gran diversidad original.

En el capitulo Il de esta tesis, se concluyd que seria suficiente realizar dos
aplicaciones de AGs; al cultivo de Madrigal. Sin embargo, se seguiran probando los mismos
tratamientos aplicados previamente a fin de evaluar la respuesta en otros genotipos vy

condiciones.

En el presente capitulo, se ampliara el estudio de compuestos quimicos en algunas
partes de la planta, en colaboracién con un grupo de investigacion de Valencia, Espafia. Por
otro lado, ademas de extractos metandlicos se prepararon extractos etandlicos a partir de
material fresco y seco, a fin de evaluar si la metodologia extractiva impacta en el contenido
de los acidos cafeoilquinicos estudiados en este trabajo de tesis. Respecto a las partes de la
planta evaluadas, algunas variables se midieron sobre las partes comestibles mas

importantes y se consider¢ interesante estudiar otras partes de la planta.

El alcaucil ha sido utilizado en la medicina tradicional por sus reconocidos efectos

terapéuticos tales como hepatoprotector, anticancerigeno, antioxidante, antibacterial,
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diurético, anticolesterol, hipoglicemiante (Coinu et al., 2007; Rondanelli et al., 2011; Fantini
et al., 2011; Garbetta et al., 2014; D’Antuono et al., 2015), promotor de las funciones de las
células endoteliales y linfaticas (D’Antuono et al., 2018). A su vez se ha demostrado su
efecto de mejorar la funcién de la vesicula biliar, regenerar las células del higado (Sidrach et
al., 2005), propiedades antivirales, antibacterianas y antifungicas (Llorach et al. 2002; Zhu et
al., 2005). Todos efectos vinculados principalmente al elevado contenido de compuestos
polifendlicos, que incluyen no solamente a los &cidos cafeoilquinicos sino también a los
flavonoides. En particular, el 4cido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico) es el componente
més abundante dentro de los derivados cafeicos y representa el 39% aproximadamente del
contenido total de acidos cafeoilquinicos (Lattanzio et al. 2009). Otros derivados importantes
del mismo, que se encuentran en la parte comestible y hojas, son los isémeros acido 1,5-O-
dicafeoilquinico (21% del total de 4cidos cafeoilquinicos); acido 3,4-O-dicaffeoilquinico (11%)
y cinarina o &cido 1,3-O-dicafeoilquinico (1,5%). Los flavonoides apigenina y luteonina con
sus glucosidos también han sido ampliamente descriptos en alcaucil (Fratianni et al., 2007;
Lattanzio et al., 2009; Lombardo et al., 2010; Pandino et al., 2010, 2011b, 2012, 2013; Negro
et al., 2012; D’Antuono et al., 2015). Todos estos compuestos poseen propiedades
antioxidantes y protegen a las lipoproteinas de baja densidad de dafios oxidativos (Lattanzio
et al., 2009). Es importante mencionar que el contenido fendlico en el alcaucil esta muy
relacionado con las etapas fisiologicas, el genotipo, las partes de la planta, las condiciones
ambientales, el manejo agricola y las condiciones posteriores a la cosecha (Lombardo et al.
2010, Negro et al. 2011, Pandino et al. 2011a, 2011b, 2011c, 2012).

Por otro lado, de las midltiples aplicaciones de la planta de alcaucil y los
subproductos que se pueden obtener de la biomasa restante del cultivo, la fibra es muy
interesante como potencial refuerzo en compuestos poliméricos (Fiore et al., 2011). En
Argentina, la produccién del cultivo de alcaucil esta dirigida al consumo humano y la mayor
parte de su biomasa (80-85% del total) es desechada como residuo. Esta masa total que a
nivel pais puede alcanzar aproximadamente las 400.000 tn, podria utilizarse para la
obtencion de fibras y productos quimicos de alto valor agregado. La industria alimenticia,
con estos desechos en estado fresco o seco, podria elaborar alimento balanceado para
animales y algunas fracciones de las fibras solubles e insolubles podrian ser incorporadas
en diversas modalidades de alimentos (Rodriguez L6opez, 2009). Los alimentos preparados
no suelen disponer de cantidades suficientes de fibra ya que suelen estar refinados al
convertirse en harinas, eliminando buena parte de las fibras naturales que disponian

originalmente. La FAO estima que el consumo diario de fibra debe rondar los 30 g, no
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obstante, esta cantidad no suele consumirse diariamente (se estima que el promedio de
fibra consumida en la dieta en Europa es de 22 g por dia), por lo que se hace necesario
enriguecer con fibras los alimentos procesados. Adicionalmente, como sefialan Ciancolini et
al. (2013), la seleccion del material genético podria representar una base importante para el
desarrollo de nuevas variedades orientadas especificamente a la produccion tanto de
capitulos como de biomasa, hasta ahora nunca considerado. Se deberian realizar esfuerzos
para incrementar el interés de las industrias frente a estos genotipos capaces de optimizar la

produccion de compuestos fendlicos y fibra.

Por todo lo expresado anteriormente, se profundizard el estudio realizado en el

capitulo Il ampliando otros aspectos que permitan responder a los siguientes objetivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la influencia del genotipo y diferentes dosis de acido giberélico, en
variables quimicas, estructurales, morfolégicas y productivas de diferentes partes de la
planta, en tres cultivares y dos hibridos de alcaucil; éstos ultimos multiplicados por semilla e

hijuelos.

Evaluar la influencia del afio de cultivo, formas de multiplicacion y tratamientos, en el
hibrido Madrigal F.

MATERIALES Y METODOS
1. Lugar de trabajo

Los experimentos a campo se realizaron en la Seccién de Horticultura de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario, Campo Experimental J.
Villarino Zavalla, Santa Fe, Argentina (33°01°S; 60°53"0), durante el afio 2016.
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2. Caracteristicas del suelo, agua de riego y condiciones climaticas

El cultivo se realiz6 en un suelo Argiudol Vértico, serie Roldan. Las caracteristicas

principales del suelo en la capa superficial de 0-20 cm y 20-40 cm fueron determinadas en el

servicio de Analisis de Suelos de la catedra de Edafologia, Facultad de Ciencias Agrarias,

UNR y las mismas que figuran en la Tabla 10.

Tabla 10: Caracteristicas edaficas medidas a 0-20 cm y 20-40 cm en el lote de cultivo y su

valoracién agronémica.

0-20 cm 20-40 cm
Propiedad edafica Método empleado |Resultado| Valoracién |Resultado| Valoracion
cbtenido | Agronémica | cbtenido |Agronémica
% Carbono Walkley-Black 1,37 medio 0,95 escaso
%% Materia Organica Walkley-Black 2,37 medio 1,65 escaso
ppm Nitratos Harper 58,85 medio 77,55 medio
Ppm Fosforo asimilable Bray-Kurtz' 78 muy alto 40 muy alto
pH en agua (1:2 5) Electrométrico 7,86 subalcalino 7,08 neutro
pH potencial (1:2,5 KCI) Electrométrico n/d - n/d -
Conductividad eléctrica (1:2,5) ) )
(mmhos/em) 0,19 no salino C,14 no salino
CIC (me/100g) Acetato de amonio 23 20
Calcio (me/100g) 10,8 11,04
Magnesio (me/100g) 3,39 7,14
Sodio (me/1009) 0,9 0,2
Potasio (me/100g) 1,97 1,69
% de saturacion de Calcio 51 59
% de saturacién de Magnesio 8
% de saturacién de Scdio 1
% de saturacion de Potasio 1"
% Humedad Gravimétrico 11,1 10,3

@ Walkley & Black (1934);

21322:2006.

@SAMLA (2004) SAGPyA, Direccion de Agricultura; ®Norma
IRAM-SAGPyA 29570-1 (2010); “®Norma IRAM-SAGPyA 29574 (2009); ®Norma IRAM

Para el riego complementario se utiliz6 agua de pozo, cuyo andlisis fisico, quimico y

bacteriolégico fue realizado en el Centro de Ingenieria Sanitaria, Facultad de Ciencias
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Exactas, Ingenieria y Agrimensura de la Universidad Nacional de Rosario (Tablas 2 y 3,
presentadas en la seccién 2 de Materiales y métodos del Capitulo 1). Las condiciones

meteoroldgicas durante el ciclo del cultivo se pueden observar en la Figura 84.
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Figura 84: condiciones climaticas durante el afio 2016; temperatura (°C) y humedad relativa
(%) del aire en valores promedio para cada mes y lluvia mensual acumulada (mm). Fuente:
Estacién Agrometeoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de Zavalla-UNR/Catedra de
Climatologia Agricola.

Durante los meses de menor temperatura media mensual, se registraron algunos
dias de heladas (temperaturas por debajo de 0°C); en el mes de mayo este fenémeno
meteoroldgico se presentd un dia, en junio ocurrieron cinco, en julio fueron dos; agosto y

septiembre, uno en cada mes.

3. Material vegetal e implantacion del cultivo

En esta tercera etapa se evaluaron diversos genotipos, entre los cuales se encuentra
un cultivar tradicional, utilizado en la zona por muchos afios, dos cultivares FCA y dos

hibridos comerciales.
El genotipo cultivado tradicionalmente en el cinturén horticola de Rosario,

denominado Francés (FRA), tiene una coloracion variegada, es decir violeta y verde (Figura

85). Es un material introducido por los inmigrantes italianos, derivado de la region del Lacio,
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ltalia, en su origen denominado “Romanesco” y también llamado “Francés precoz” o “Nato

Francés” (Garcia et al., 2015).

De los genotipos creados por Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional
de Rosario, se seleccionaron el cultivar Gauchito FCA (GA), Guri FCA (GU), en base a los
resultados de la primera etapa, cuyas caracteristicas se mencionaron en la seccion 3 de

Materiales y métodos, del Capitulo | (Figura 85).

| ?
Francés Gauchito FCA Guri FCA

Figura 85: capitulos de los genotipos utilizados, Francés cultivado tradicionalmente en el
cinturén Horticola de Rosario; Gauchito y Guri, inscriptos por la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNR.

Estos tres genotipos son de multiplicacion vegetativa por hijuelos (Figura 86). En el
caso de GA y GU, los hijuelos fueron extraidos de plantas cultivadas en la seccion de
Horticultura de la Facultad (evaluados en el cultivo 2013, Capitulo I) y los hijuelos de FRA
fueron traidos de un lote de produccién de un establecimiento de San Pedro, Buenos Aires.

Figura 86: hijuelos extraidos de un lote de produccion, preparados para su plantacion.
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Los dos genotipos comerciales seleccionados para el experimento fueron los hibridos
de alcaucil Madrigal F1 (verde) y Opal F1 (variegado) (Figura 87), de la empresa Nunhems
(Bayer), los cuales fueron multiplicados tanto por semilla (MAS: Madrigal Semilla y OPS:
Opal Semilla respectivamente), como por hijuelos (MAHI: Madrigal Hijuelo y OPHI: Opal
Hijuelo respectivamente). En el caso de MAHI, los hijuelos fueron extraidos de las plantas
de Madrigal evaluadas en el cultivo 2015, Capitulo Il. En cambio, los hijuelos de OPHI
fueron traidos de un lote de produccion de la zona de Soldini, Santa Fe. En los dos casos

los hijuelos provenian de un cultivo de un afio.

Madrigal F1 Opal F1

Nunhems (Bayer)

Figura 87: capitulos de los genotipos utilizados, hibridos de Nunhems (Bayer).

Las caracteristicas del hibrido Madrigal F1 se mostraron en la seccion 3 de
Materiales y métodos del Capitulo Il y las de Opal F1 se pueden ver en la Figura 88, ambas
descripciones obtenidas del catalogo correspondiente.

Alcaucil OPAL F1 Violeta Claro Extra
Temprano Mercado Fresco
[Sobre por 1.000 Semillas]

CARACTERISTICAS PRODUCTO....

Tipo violeta.

La alcachofa violeta que ha cambiado el mercado.
Planta: vigorosa y abierta.

Fruto: cabezas con forma de globo y color violeta claro.
Ciclo: extra temprano.

Destino: mercado fresco.

Figura 88: Descripcion del hibrido Opal F1. Fuente: catalogo de la empresa Nunhems
(Bayer)
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Las semillas de los hibridos se sembraron el 07/02/2016 en multimacetas de
polietileno negro de 128 celdas (con un volumen de 23 cm?® cada una) con sustrato mezcla 'y
cuidado en el invernadero del plantinero comercial Fhloragro (localidad de Soldini, Santa
Fe). Cuando los plantines tenian dos a tres hojas verdaderas y se podian extraer con
facilidad, manteniendo armado el pan con cepellon, fueron llevados al lote de la Facultad

para su implantacién (Figura 89).

Figura 89: multimaceta con plantines de 49 dias (A), plantin con pan de cepellon (B) e

implantacién en el lote de cultivo (C).

El cultivo fue sistematizado en lomos con una densidad de 0,9 plantas por m? (1,4 m
entre hileras y 0,8 m dentro de la hilera), a simple hilera sobre el lomo. El trasplante se
realizo del 28 al 31/03/2016 de los genotipos GA, GU, OPS, FRA y debido a las abundantes
lluvias de principios de abril tuvo que posponerse la implantacion del resto de los materiales.
El trasplante de MAHI, MAS y OPHI se realizé del 25 al 28/04/2016. En todos los casos de
multiplicacién por hijuelo, los mismos fueron trasplantados el mismo dia o al dia siguiente de
haber sido extraidos de la planta madre. A continuacion de la plantacion se colocaron cintas
de polipropileno con laberinto incorporado a una distancia de 33 cm entre cada uno, para

una correcta implantacion y los sucesivos riegos complementarios por goteo (Figura 90).
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Figura 90: trasplante de hijuelos en el lote de la Seccidén de Horticultura y colocacion de las

cintas de riego localizado.

Luego del trasplante en ambas formas de multiplicacién, se realizaron las

reposiciones de aquellas plantas que se murieron, por diversas causas.

4. Tratamientos y labores culturales

Las plantas recibieron los mismos tratamientos de AGs utilizados en el cultivo de
Madrigal durante el afio 2015, presentados en la seccion 4 de Materiales y métodos del
Capitulo 1. Los mismos (namero de aplicaciones de AGs), se aplicaron en fechas diferentes
ya que el cultivo 2016 fue implantado en el otofio y ademas hubo que esperar que las
plantas trasplantadas mas tardiamente por las copiosas lluvias, alcanzaran el tamafio

adecuado para recibir el estimulo del AGs. Los tratamientos fueron los siguientes:

To) Testigo sin aplicacion

T1) Una aplicacion de 30 ml de soluciéon de AGs (50 ppm) por planta el 03/08/2016. La
solucion aplicada fue preparada en el Laboratorio Central de la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNR, con acido giberélico (AGs) 3,9% (Research Organics Inc.), adquirido en
Sigma Aldrich. La aplicacion de AGs se realizO mediante una mochila manual, asperjando
sobre el 4pice de la planta y la base de las hojas (Figura 91), siguiendo el “Protocolo de
aplicaciones fitosanitarios Campo Experimental Villarino” (Resolucién CD N° 233/15).
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T») Dos aplicaciones de 30 ml de solucion de AG; (50 ppm) el 03/08 y el 17/08/2016.

Ts) Tres aplicaciones, dos de ellas de 30 ml de solucién acuosa de AG;z (50 ppm) por planta
el 03/08 y el 17/08 y la tercera de 30 ml de solucion acuosa de AGs (60 ppm) por planta el
31/08/2016.

La dosis total aplicada se establecié en base a recomendaciones de la empresa

proveedora de las semillas.

Figura 91: aplicacion de solucion de AGsen plantas de alcaucil el dia 03/08/2016.

Posiblemente las aplicaciones de AGs fueron muy tardias como para lograr mayor
precocidad, pero algunas plantas estaban pequefias como para ser tratadas con AGs y
sumado a un invierno con gran cantidad de heladas, hubiese sido muy perjudicial para el
cultivo o se pudo haber puesto en riesgo la cosecha al anticipar las aplicaciones. De todas
maneras, la respuesta a la aplicacion de AGs se visualizé a los pocos dias por un mayor
crecimiento vegetativo de las plantas, las hojas erguidas y con un color verde mas claro
(Figura 92).
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Figura 92: plantas del genotipo Opal multiplicado por semilla, correspondientes al
tratamiento sin aplicaciéon de AGs (TO) (izquierda) y plantas con dos aplicaciones, previo a la

tercera aplicacion de AG; (T3) (derecha).

De acuerdo a los requerimientos del cultivo y la cantidad presente en el suelo a 20 y
40 cm de profundidad, se determin6 que el fertilizante necesario para cubrir dicha demanda
era solamente el Nitrégeno (N). La diferencia entre los requerimientos y la disponibilidad
fueron 173 Kg de N ha' (376 Kg de Urea), para cuyo célculo se consideré una densidad
aparente de 1,25 g por cm®. Se aportd a cada planta un total de 45 g de urea (46% de N),
dividido en tres aplicaciones el 06/06, 04/07 y 09/08/2016. El fertilizante solido granulado se
coloco en la base de la planta y luego se incorporé al suelo. Desde el transplante al final de
la cosecha las plantas recibieron 905 mm de agua de lluvia y 150 mm de riego
complementario por goteo, para cubrir las necesidades en los periodos de menores
precipitaciones. En esos casos se regd durante una hora, tres veces por semana y en los
meses de mayor temperatura, una hora y media, dependiendo de las necesidades. El
sistema de riego localizado entregaba tres mm de agua por m? en cada hora de riego. A su
vez se realizaron las labores necesarias de carpida, descortezado del suelo, aporques y

control de plagas y enfermedades.

La cosecha del genotipo OPS se desarrollé desde el 26/09 al 31/10/2016, en forma
manual y escalonada. En GA y OPHI la cosecha se inici6 el 6/10/2016; en GU y MAHI el
12/10/2016; MAS a los siete dias respecto a los dos ultimos y todos finalizaron la cosecha el
14/11/2016. Las inflorescencias inmaduras deben ser compactas y bien formadas, de un

color verde tipico, un corte de tallo liso y uniforme, libres de dafios por insectos o por
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manejo, y de defectos. Las inflorescencias de alcaucil deben parecer pesadas en relacion a

su tamaiio. El tallo debe cortarse de 2,5 a 4 cm a partir de la base (Trevor y Cantwell, 1997).

5. Conformacion de las muestras

De cada tratamiento, se cosecharon la totalidad de capitulos de calidad comercial,
producidos por planta. Se tomaron al azar 12 capitulos del primer orden de cosecha o
primarios y se conformaron las muestras para la medicion de las diferentes variables. A
cada uno se le extrajeron las bracteas de manera centripeta como se indico en la seccion 5
de Materiales y métodos de los Capitulos | y Il. De este modo quedaron conformados los
grupos que representan a los tres estratos de bracteas externas (BE), medias (BM) e
internas (BI). El fondo (F) es el receptéaculo carnoso.

Por otro lado, luego de haber cosechado todos los capitulos con calidad comercial,
se extrajo una hoja del estrato medio de 10 plantas de cada genotipo y tratamiento aplicado,
tomando la seccion media del limbo para obtener una muestra compuesta de hojas (H)
(Figura 93 A). Luego, se cortaron en la base 10 plantas enteras (PE) constituidas por hojas,
tallos florales y los capitulos pequefios (Figura 93 B), para su posterior chipeado,

Figura 93: biomasa residual del cultivo de alcaucil al finalizar la cosecha de capitulos.

Hojas (A) y planta entera (B).
Al finalizar la cosecha de alcauciles, se realiz6 el corte en el cuello (mochado) de

diez plantas enteras de cada genotipo y tratamiento aplicado (Figura 94 A), con tres

repeticiones. El chipeado de las PE consistio en procesarlas o picarlas (Figura 94 By C) con
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una chipeadora MODEL 6 CHIPPER (China). Luego se extrajeron muestras representativas

del material chipeado para determinar las diferentes variables.

Figura 94: plantas enteras cortadas en la base (A); picado del material con chipeadora (B);

detalle del érgano de picado (C); planta entera chipeada (D).

La preparacion de las muestras y la medicion de la mayoria de las variables se
realizé en el Laboratorio Central de la FCA-UNR (33° LSy 61° LO).

6. Variables medidas
6.1. Variables quimicas y estructurales

6.1.1. Contenido de acidos clorogénico, dicefeoilquinicos y cinarina

Para medir el contenido de acido clorogénico (AC), &cido dicafeoilquinico (DCQ) y
cinarina (CIN) se prepararon extractos con el mismo procedimiento descripto e ilustrado en
las Figuras 14 a 17 de la seccion 6.1.1 de Materiales y métodos del Capitulo I. Los solventes
utilizados para confeccionar los extractos fueron metanol absoluto o etanol al 96% y se
utilizaron 10 gr de material tanto fresco como seco. A partir de material vegetal fresco, se
evaluaron diferentes partes de la planta: F, Bl, H y PE de plantas de todos los genotipos y
formas de multiplicacion, a las cuales se le habian aplicado los cuatro tratamientos (To a Ts).
Los extractos desarrollados con material seco fueron preparados a partir de H y PE de los
tratamientos To y Ts, provenientes de la medicion de peso seco. Durante dicha tarea se

siguieron las indicaciones del Manual de Higiene y Seguridad del Laboratorio de la FCA
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(Manual de procedimientos, Resolucion CD N° 455/2014) y el Reglamento general para el

funcionamiento del laboratorio central FCA (Resoluciéon CD N° 148/88).

El andlisis quimico se realiz6 en el Instituto de Investigaciones para el
Descubrimiento de Farmacos de Rosario (IIDEFAR-UNR-CONICET) y en el laboratorio de
Espectrometria de Masa del Centro Cientifico Tecnologico de Rosario, Argentina. Los
extractos metanolicos de F, Bl y PE a partir de material fresco se analizaron en el Instituto
Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV),
Universidad Politécnica de Valencia, Espafia, en colaboracion con su Director, el Dr. Jaime
Prohens y la Dra Ana Adalid. Los extractos fueron evaporados y en Valencia se les restituyé
el metanol, se zonicaron para homogeneizar y se filtraron previo al andlisis por HPLC. La
metodologia empleada fue exactamente la misma que se describe en la seccién 6.1.1 de
Materiales y métodos del Capitulo I, con un equipo Agilent Technologies, HPLC infinity 1220
(Figura 95) y la columna utilizada fue una Phenomenex Luna Omega Polar C18,150 x 4,6

mm, y tamafio de particula de tres micras.

Figura 95: equipo Agilent Technologies, HPLC infinity 1220 (COMAYV, Valencia, Espafia)

Los experimentos se realizaron por triplicado a partir de extractos de muestras
compuestas por diez Bl y dos mitades de F, extraidos de diferentes capitulos primarios. En
el caso de las H, la unidad experimental estaba compuesta de diez, extraidas del estrato

medio de plantas diferentes y para PE se tom6 una muestra del material chipeado de diez
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plantas cortadas en la base, luego de cosechados todos los capitulos. En todos los casos
las repeticiones fueron de cada genotipo y tratamiento aplicado y se expresaron como mg

de AC, DCQ o CIN por kg de material vegetal fresco o seco (mg kg).

6.1.2. Contenido de flavonoides

Los mismos extractos evaluados en el COMAV, Espafa, fueron preparados para
analizar los flavonoides miricetina (MIRIC), quercetina (QUER), luteonina (LUT), apigenina
(APIG) y kaempferol (KAEM). Para la extraccion se siguio la metodologia de Guijarro Real et
al. (2019). Brevemente, se colocaron 0,4 ml de extracto en viales de 2 ml y se agreg6 0,2 ml
de &cido clorhidrico 3,6 molar, logrando una muestra 1,2 molar. Se hidrolizaron durante dos
horas a 95°C, luego se centrifugé y filtré cada muestra (Figura 96). Se almacenaron en

freezer hasta realizar las mediciones.

Figura 96: hidrolizacién de los extractos a 95°C durante dos horas (A) y filtrado para su

almacenamiento y posterior analisis (B).

Para la medicion de flavonoides se aplico la metodologia descripta por Bae et al.,
(2012). Las muestras se analizaron en un equipo de HPLC 1220 Infinity LC (Agilent, Santa
Clara, CA, EE. UU.), con una columna BRISA C18 (150 mm x 4,6 mm i.d., tamafio de
particula tres um; Teknokroma, Barcelona, Espafia). El volumen de inyeccion fue de 10 pl,
presion de inicio 210 bares y un valor fijjo de absorbancia de 360 nm. Los solventes
utilizados para la fase movil, de calidad HPLC, fueron (A) 0,1% de acido férmico en aguay

(B) metanol, con gradiente de elucion que comenzé con 40% de B, luego con 100% de B a
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los diez minutos y se mantuvo durante cinco minutos y por ultimo disminuydé a las
condiciones iniciales a los 20 minutos y se equilibré durante cinco minutos. Se trabajé con
un flujo de 0,8 ml por minuto. Se realiz6 una identificacién tentativa de los compuestos
mediante la comparacién de los tiempos de retencién de cada compuesto, con los picos de

los estandares comerciales (Sigma-Aldrich) y con datos publicados en la bibliografia.

Se efectuaron tres repeticiones a partir de extractos utilizados para los andlisis de
compuestos cafeoilquinicos. La unidad experimental para cada parte de la planta analizada,
se menciond en la seccion anterior (6.1.1). En todos los casos las repeticiones fueron de
cada genotipo y tratamiento aplicado y se expresaron como mg kg! de material vegetal
fresco.

6.1.3. Pardeamiento del fondo

Para medir el pardeamiento en el fondo se cort6 el capitulo en su eje longitudinal con
cuchillo de cerdmica. En una mitad del capitulo se midié la luminosidad (L*) utilizando la
escala CIELab siguiendo el protocolo descripto en la seccion 6.1.3 de Materiales y métodos
del Capitulo I. ElI pardmetro L* representa el porcentaje de reflectancia y sus valores van
desde cero (negro) a 100 (blanco), por lo tanto, el delta L* (10 minutos del corte respecto al
inicio), tiene valores negativos conforme a que el tejido se va oscureciendo luego del corte.
Se realizaron seis repeticiones por tratamiento, en capitulos primarios y secundarios. La

unidad experimental fue el F de un capitulo.

6.1.4. Fibra insoluble total

Para determinar la fibra insoluble total, expresada en %, en Bl y F de capitulos
primarios y planta entera (PE), se utiliz6 el método de separacion mecanica de elementos
fibrosos de Kramer y Twig (1973), el cual fue detallado en la seccion 6.1.2 de Materiales y
métodos del capitulo I. En la Figura 97 se presentan imagenes del procedimiento en planta
entera, en el cual cada muestra se hierve, se escurre, se procesa, lava y filtra, para luego
ser llevada a estufa a 60°C hasta peso constante. El peso seco resultante se expres6 como

un porcentaje del peso total de la muestra fresca.
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Figura 97: Proceso de extraccion de fibra insoluble total en planta entera. Tratamiento con

calor (A); escurrido (B); procesado, lavado y filtrado (C); material secado en estufa (D).

Se realizaron tres repeticiones de cada genotipo y tratamiento, siendo la unidad
experimental, las muestras compuestas por 10 Bl, dos mitades de fondos, extraidos de dos
capitulos distintos y 10 plantas enteras chipeadas.

6.2. Variables morfoldgicas y color

6.2.1. Relacién alto/didametro del capitulo y Relacién alto/ancho de bracteas

Se efectuaron las mediciones de alto maximo del capitulo desde la base de las
bracteas externas hasta el apice, y el ancho maximo en su eje ecuatorial empleando un
calibre y tomando como unidad el cm. El cociente de ambas medidas fue la relacién
alto/diametro (RAD).

Para determinar las medidas de cada estrato de bracteas, se utilizé el programa
Tomato Analyzer 3.0 (2010), (TA), que procesa imagenes digitales y permite de una manera
adecuada, medir multiples atributos de forma y color de manera agil, una vez que los objetos
de la imagen estan correctamente delimitados. Si bien el programa TA fue desarrollado para
la evaluacion de caracteres en frutos de tomate, cada atributo es definido por una ecuacion
matematica, que permite ser utilizado en otras especies. Las imagenes se obtuvieron
mediante un escaner comun, generando archivos JPEG con 300 DPI, que es lo adecuado
para objetos de tamafio entre uno y ocho cm. Al ser el objeto de medicién estructuras con
volumen como son las bracteas, se sac6 la tapa del escaner y luego de acomodar la
muestra, se tap6 con una caja para lograr oscuridad. Los objetos deben poder identificarse
lo mejor posible respecto al fondo y la superficie del escaner debié estar limpia para la

proxima muestra. A cada una se le colocé una regla de referencia y la identificacion de la
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muestra (Figura 98). El programa permite corregir la delimitacién de los diferentes objetos
escaneados para medir exactamente las variables morfolégicas y luego todos los datos
obtenidos, se exportan a un documento de Excel. Las bracteas se escanearon de ambas
caras, utilizando la del envés para las mediciones morfoldgicas, es decir la parte de adentro,
cuyos bordes apoyan en la superficie del escaner. Para poder establecer la relacién
alto/ancho de bracteas (RAA), se consideraron los valores del alto y ancho maximo de cada

estrato y se hizo el cociente entre ambos valores.

File Yiew Anahze Settings H
~ Z — a £ |
(g Ovenimage Swefrat v| = ExponDats | [ Fsice v p»’m:h:c ,wm.:: | Revise v

Basic Measurements !szy]ge Color Values

| Width Mid-height |[1] Height Mid-width
6155

Figura 98: ejemplo del programa para analizar imagenes digitales Tomato Analyzer.
Pantalla de la izquierda con la imagen escaneada de los tres estratos de bracteas; en el
cuadrante superior derecho, la rectificacion del perimetro de cada objeto y debajo los

valores de todos los parametros medidos.

Se generaron dos imagenes o0 submuestras diferentes para cada una de las tres
repeticiones de cada genotipo y tratamiento aplicado. Cada imagen escaneada incluyo tres
Bl, BM y BE, de diferentes alcauciles primarios. La unidad experimental fue el capitulo
entero en RAD y las medidas promedio de seis bracteas dentro de cada estrato, para RAA

de las mismas.
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6.2.2. Color de bracteas

Para medir el color en Bl, BM y BE, también se utiliz6 el programa de procesamiento
digital de imagenes TA, con el procedimiento descripto en la seccion anterior y se utilizaron
las imagenes del haz de las bracteas, es decir la parte externa. Se debe calibrar
adecuadamente el programa, previo al escaneo de las imagenes, cuando se van a medir
parametros del color. La imagen debe ser de buena calidad en funcién de la calibracién de
colores y en cuanto a su nitidez. La calibracién se realiza en funcion de lo que se quiere
medir de un objeto y se calibra segun la paleta de colores que pueden presentar realmente.
En el caso de los tres estratos de bracteas de los genotipos estudiados, se podran observar

diferentes tonos de colores verde, violeta, amarillo y mezclas de los mismos (Figura 99).

Francés Gauchito Guri Madrigal Opal

Figura 99: ejemplo de bracteas externas (BE), bracteas medias (BM) y bracteas internas
(Bl) escaneadas de los genotipos Francés, Gauchito, Guri, Madrigal y Opal, de capitulos de
alcaucil de plantas no tratadas (A). Paleta de colores para calibrar el programa Tomato

Analyzer (B).

Se midi6 el parametro L* que representa la luminosidad del color con valores que van
del 0 (blanco) al 100 (negro); el parametro a* es la variaciéon entre rojo (+60) y verde (-60),
mientras que b* entre amarillo (+60) y azul (-60). El programa TA, realizara un promedio de

todos los colores detectados en el area delimitada de cada bréactea.

153



Para obtener el valor del indice de color (IC), se aplicé la siguiente formula:
a* x 1000
IC=
L* x b*
La interpretacion del IC puede realizarse con los siguientes rangos:
- Entre -40 a -20, su valor relaciona los colores que van del azul-violeta al verde profundo.
- Entre -20 a -2, colores que van del verde profundo al verde amarillento.
- Entre -2 a +2, representa el amarillo verdoso.
- Entre +2 a +20, colores que van desde el amarillo pélido al naranja intenso.

- Entre +20 a +40, colores que van desde el naranja intenso al rojo profundo.

Se generaron dos imagenes o0 submuestras diferentes para cada una de las tres
repeticiones de cada genotipo y tratamiento aplicado. Cada imagen escaneada incluyo tres
Bl, BM y BE, de diferentes alcauciles primarios. La unidad experimental fueron las medidas
promedio de seis bracteas dentro de cada estrato.

6.2.3. Ancho y alto del fondo

Para determinar las medidas del fondo, se corté el capitulo en su eje longitudinal y se
midié el ancho y alto del receptaculo, en cm, con una regla milimetrada. Se consider6 el
ancho maximo entre la insercion de las bracteas externas y el alto desde la insercién de las
flores y hasta un cm de tallo floral. La unidad experimental fue el fondo de dos capitulos por

cada genotipo y tratamiento, con tres repeticiones.

6.3. Variables productivas

6.3.1. Rendimiento en peso fresco de capitulos y planta entera

Durante la etapa productiva del cultivo se comenz6 con la cosecha de los capitulos
primarios, una vez que los mismos alcanzaron su maximo tamafio, formando una cabeza
compacta. Luego se prosiguié cosechando los sucesivos capitulos y se dejo de hacerlo
cuando los mismos pesaron menos de 100 g. La totalidad de Kg cosechados en el lote
evaluado se dividi6 por la densidad de plantas por m? y se obtuvo el rendimiento por unidad

de superficie (Kg m), para cada genotipo con los cuatro tratamientos aplicados.
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Al concluir la cosecha de los alcauciles, se recolecté la biomasa residual (planta
entera, PE), constituida por las hojas, los tallos florales y los capitulos mas pequefios que no
alcanzaron los requerimientos de tamafio y calidad que exige el mercado local, con el
procedimiento descripto en la seccion de Materiales y métodos. Se obtuvo el peso total en

kg y se llevo al valor por m?, segln la densidad de plantas utilizada.

6.3.2. Peso fresco del capitulo

Se pesaron los capitulos cosechados primarios enteros de todas las plantas de la
parcela y la unidad experimental fue el capitulo entero.

6.3.3. Peso fresco de bréacteas

Luego de determinar el peso fresco de los capitulos enteros, los mismos se
sometieron al proceso de conformacién de las muestras de los diferentes estratos de
bracteas. Se pesaron el conjunto de las 10 BE, BM y BI, en g. La muestra representativa de
cada conjunto de bracteas, complementa a la variable de peso medio total de capitulo,
brindando una idea de la proporcidn de cada estrato de las mismas.

Cada repeticion estuvo compuesta por 10 bracteas de cada estrato de dos alcauciles

diferentes, por genotipo y tratamiento.

6.3.4. Peso seco del fondo, bracteas, hojas y planta entera

Se evalué el peso seco de F, Bl, Hy PE a partir de material fresco, el cual se pes6y
se colocé en estufa (60 °C), en bandejas de papel aluminio, hasta peso constante. En la
Figura 100 se puede observar el material seco de una muestra de H (A) y PE (B), con los
cuales se prepararon los extractos con metanol y etanol, descripto en la seccién 6.1.1. de

Materiales y métodos. El peso seco obtenido se refirié al peso fresco, expresado en %.
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Figura 100: muestras de material seco de hojas (A) y planta entera (B).

Se realizaron tres repeticiones de cada genotipo y tratamiento aplicado, en cada
parte de la planta estudiada. La unidad experimental fueron muestras compuestas por dos
mitades de F y cinco Bl de dos capitulos distintos. En el caso de las H fue una muestra
compuesta del estrato medio de diez plantas y para PE, una muestra de diez plantas
chipeadas.

6.3.5. NUmero de capitulos por planta

La cosecha se realiz6 identificando los capitulos de cada planta, logrando asi el dato
del namero total de capitulos. Se consideraron las plantas que habian producido como

minimo cinco capitulos.

6.3.6. Precocidad

La precocidad se midi6 contando los dias desde la primera aplicacion de AGs hasta

la cosecha del capitulo primario de cada planta (dias a cosecha).

7. Comparacién entre afos, formas de multiplicacion y tratamientos en Madrigal F1
Para lograr el segundo objetivo del presente capitulo, se seleccionaron las variables

mas representativas entre las quimicas, morfologicas y productivas y se realizaron

diferentes comparaciones.
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Para evaluar el comportamiento de los hijuelos extraidos y trasplantados durante el
afio 2016, provenientes de las plantas de Madrigal cultivado en 2015 a partir de semillas, se
compararon MAS 15 versus MAH 16.

Para evaluar la forma de multiplicacién por semilla en dos afios consecutivos, se
comparé MAS 15 versus MAS 16.

Para evaluar el comportamiento de las dos formas de multiplicacion en un mismo

afo, se compararon MAH 16 versus MAS 16.

8. Andlisis estadistico

El disefio del experimento fue en parcelas divididas, en bloques al azar con tres
repeticiones, donde la parcela mayor correspondié a los genotipos en sus dos formas de
multiplicacion y la menor a los tratamientos de aplicacion de AGs. La parcela menor estaba
compuesta de 20 plantas. Las variables se analizaron en arreglo factorial, obteniendo
informacion del efecto de los genotipos, los tratamientos y la interaccién entre ambos. El
andlisis se efectud dentro del grupo de los genotipos cultivares y dentro del grupo de los
genotipos hibridos, con sus dos formas de multiplicacion. Cuando se mencione efecto del
genotipo en los hibridos, se estara incluyendo a las dos formas de multiplicarlos (MAHI,
MAS, OPHI y OPS).

El modelo estadistico es el siguiente:
Y ik=H+ ak+Bi+ (af)ki+ Tj+ (BT)ij + £ijk

Donde:
Y i = valor observado en la unidad experimental
K = media general del ensayo

ak = efecto de los bloques
Bi = efecto de los genotipos (parcela mayor)

(af)xi = error de la parcela mayor
T;j = efecto de los tratamientos de AGs; (parcela menor)
(BT)jj = efecto de la interaccion entre los genotipos y los tratamientos

£ijk = error de la parcela menor
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Solamente la variable del color de bracteas fue analizada dentro de cada genotipo, con el
siguiente modelo:

Yij=u+aj+Ti+eij

Donde:

Y ij= valor observado en la unidad experimental
K = media general del ensayo

a; = efecto de los bloques

T = efecto del tratamiento

eij = término del error

Las comparaciones entre afios, formas de multiplicacion y tratamientos para el
genotipo Madrigal F1, se tomaron los mismos valores de las variables con sus repeticiones y
se analizaron como un factorial. En los tres casos, el factor A es: un mismo material vegetal
cultivado en dos afios consecutivos (MAS 15-MAH 16), la multiplicacién por semilla en dos
afios consecutivos (MAS 15-MAS 16) y la multiplicacion por hijuelo y semilla dentro de un
mismo afio (MAH 16-MAS 16). El factor B son en los tres casos los mismos tratamientos de
AG; aplicados (To, Ty, T2, T3).

El modelo utilizado fue el siguiente:

Yijk=d+ai+ B+ T+ LTik+ eijk

Donde:
Y i = valor observado en la unidad experimental
U = media general del ensayo

a; = efecto de los bloques
Bi = efecto del material vegetal en dos afios, el afio para multiplicaciéon por semilla o la forma

de multiplicacién en un mismo afio
Ti= efecto del tratamiento

eijx = término del error

Se analizé la normalidad con la prueba de Shapiro Wilks y la homogeneidad con la

prueba de Levene para cada variable y se aplic6 un ANAVA y la prueba DGC para la
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comparacion de valores medios. El programa estadistico utilizado es INFOSTAT (Di Rienzo
et al., 2016).

Para todas las variables, las tablas y gréaficos fueron realizados utilizando los valores
medios de cada tratamiento en cada genotipo, con su correspondiente error experimental,

excepto para los graficos con barras donde se apilan los datos de mas de una variable.

RESULTADOS

1. Variables quimicas y estructurales
1.1. Contenido de &cidos clorogénico, dicafeoilquinicos y cinarina

Los resultados de los analisis realizados en extractos metandlicos preparados con
material fresco de H, F y BI, en los cultivares FRA, GA y GU, indicaron diferencias entre
genotipos respecto al contenido de &cido clorogénico (AC), (Figura 101). En las H el mayor
contenido se observdé en GU, con un valor promedio de 2614 mg Kg! de peso fresco;
seguido de FRA con 1571 mg Kg?! y por ultimo GA que tuvo 907 mg Kg* (p<0,01). Entre
tratamientos no hubo diferencias y los valores promedios fueron entre 1443 mg Kg* para To
y 1845 mg Kg* para T.. En el F también se encontré diferencia entre genotipos (p<0,05),
con mayores valores promedios de FRA y GU (590 mg Kg¥), respecto a GA (281 mg Kg?).
Entre tratamientos no se observaron diferencias, encontrando valores desde 259 mg Kg* de
peso fresco en T, aplicado a GA y 1280 mg Kg? para Tz en FRA. A su vez se observaron
diferencias en el contenido de AC en las Bl de FRA (1969 mg Kg* de peso fresco) respecto
a los otros genotipos que presentaron 1185 mg Kg* en promedio (p<0,05).

Con respecto a los acidos dicafeoilquinicos (DCQ) en las H, no se observaron
diferencias estadisticas entre genotipos y tratamientos. EI mismo resultado se obtuvo en
referencia al contenido de cinarina (CIN) en las Bl. Para el F, el contenido de CIN no fue

detectado con la metodologia empleada en los experimentos (Figura 101).

No se observaron interacciones entre genotipos y tratamientos para ningun

compuesto quimico medido en las diferentes partes de la planta.
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Figura 101: contenido de acido clorogénico en hojas (H), fondo (F) y bracteas internas (Bl);
acidos dicafeolquinicos (DCQ) en hojas y cinarina (CIN) en bracteas internas; expresados
en mg Kg! que fueron detectados en capitulos primarios de plantas de los genotipos
Francés, Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To -
Ninguna aplicacion; Ti - Una aplicaciéon; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones,
Diferentes letras dentro de cada parte de la planta y compuesto quimico medido, indican

diferencias estadisticas entre genotipos al 5%, segun prueba de DGC.

Los analisis realizados en extractos metanélicos preparados con material fresco de H
en los hibridos MA y OP en ambas formas de multiplicacion, respecto al contenido de AC,
evidenciaron interaccion entre genotipos y tratamientos (p<0,01). ElI mayor valor lo present6
MAHI con T (3739 mg Kg* de peso fresco); diferenciandose del grupo de OPH T, OPS Ty
a T.. Por ultimo, el resto de genotipos y tratamientos en los cuales se detectaron los valores
mas bajos, desde 1765 mg Kg* en OPHI con T3 hasta 505 mg Kg* en OPHI con Ty (Figura
102). En el contenido de AC en el F del capitulo, no se observaron diferencias ni
interacciones. En cambio, este mismo compuesto en las Bl, present6 interaccion entre
genotipos y tratamientos (p<0,05), conformando el grupo de los mayores valores OPHI T1-T»
y OPS Ty (3272 mg Kg* de peso fresco en promedio). Luego un grupo intermedio con OPHI
To-Ts, OPS T; al Tz y MAHI T, -Ts, con valores de 1829 a 2750 mg Kg* de peso fresco. El
contenido mas bajo se observé en todos los tratamientos de MAS y MAHI T, - T1, con

valores desde 523 a 1616 mg Kg* de peso fresco.
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Con respecto al contenido de DCQ en las H, se hall6 interaccion entre genotipos y
tratamientos (p<0,01), dada principalmente por el valor superior de MAHI con T; (1724 mg
Kg! de peso fresco), en comparacion con el resto de combinaciones que fueron desde 398
mg Kg?! (OPHI To) a 879 mg Kg?! de peso fresco (OPHI T2). En las mediciones del
compuesto CIN en las BI, también se observaron interacciones entre los dos factores
evaluados (p<0,01), presentando el mayor contenido MAHI con T, -T3, OPS con To—T1 y
OPHI T, (desde 71 a 63 mg Kg* de peso fresco), respecto al resto (desde 0 a 32 mg Kg?).
En el F del capitulo, la CIN no fue detectada con la metodologia aplicada (Figura 102).
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Figura 102: contenido de &acido clorogénico en hojas (H), fondo (F) y bracteas internas (BI);
acidos dicafeolquinicos (DCQ) en hojas y cinarina (CIN) en bracteas internas; expresados
en mg Kg! que fueron detectados en capitulos primarios de plantas de los genotipos
Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos
de &cido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacion; Ti1 - Una aplicacién; T, - Dos aplicaciones;
Ts- Tres aplicaciones.

En las condiciones experimentales y metodologia empleada para la preparacion de
los extractos metandlicos y etandlicos de la PE en estado fresco, en todos los genotipos y
tratamientos, no pudieron realizarse los analisis estadisticos porque se detectaron valores
en muy pocas muestras. La misma situacion se registro en los extractos de H y PE a partir

de material seco de los tratamientos To y T3, preparados tanto en metanol como etanol.

161



1.2. Contenido de flavonoides

Los resultados de los andlisis realizados en extractos metandlicos preparados con
material fresco de F y BI, en los cultivares FRA, GA y GU, indicaron diferencias entre
genotipos respecto al contenido de algunos compuestos en las Bl (Figura 103). En primer
lugar, la miricetina (MIRIC) tuvo mayores valores en el genotipo FRA (20,3 mg Kg? de peso
fresco), respecto a GA y GU (9,2 mg Kg?, en promedio) (p<0,05). El contenido de quercetina
(QUER) y luteonina (LUT) en las BI no presentd diferencias entre genotipos y los valores
detectados fueron muy pequefios. A su vez se hall6 mayor contenido de apigenina (APIG)
en GA con valores promedio de 8,5 mg Kg* de peso fresco, diferenciandose de GU (7,7 mg
Kg?l) y FRA (5,3 mg Kg?), en las BI (p<0,01).

Con respecto a los mismos compuestos medidos, pero en el F del capitulo de
alcaucil, no se observaron diferencias ni entre genotipos ni entre tratamientos. Los valores
de MIRIC estuvieron en un rango de 4,4 mg Kg* de peso fresco en GA con To a 9,0 mg Kg*
en FRA con Ts. Los valores detectados de QUER y LUT en el F fueron muy pequefios. El
contenido de APIG varié desde 3,3 mg Kg* de peso fresco en GA con T hasta 4,9 mg Kg?
en FRA con Ts(Figura 103).

No se observaron interacciones entre genotipos y tratamientos para ningdn

compuesto quimico medido en las diferentes partes de la planta.
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Figura 103: contenido de miricetina (MIRIC), quercetina (QUER), luteonina (LUT) y
apigenina (APIG) en bracteas internas (Bl) y fondo (F); expresados en mg Kg* que fueron
detectados en capitulos primarios de plantas de los genotipos Francés, Gauchito y Guri,
con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacién; T - Una
aplicacion; T2 - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias

estadisticas entre genotipos al 5%, segun prueba de DGC.

Los andlisis realizados en extractos metanélicos preparados con material fresco de
Bl y F en los hibridos MA y OP en ambas formas de multiplicacion, respecto al contenido de
algunos flavonoides, evidenciaron diferencias entre genotipos (Figura 104). En el caso de la
MIRIC en BI, se observo diferencia (p<0,05) entre OPHI con valores promedios de 20,3 mg
Kg! de peso fresco y el resto de los genotipos, que presentaron 10,8 mg Kg* en OPS; 9,7
mg Kg?! en MAHI y 5,9 mg Kg? en MAS. Respecto a QUER y LUT, se detectaron valores
muy pequefios y no se observaron diferencias. A su vez se hallaron diferencias entre
genotipos en el contenido de APIG (p<0,05), siendo MAHI el de mayor valor promedio (9,0
mg Kg* de peso fresco), comparado con el resto de genotipos que en promedio tuvieron 6,6
mg Kg™.

En el F del capitulo hubo diferencia entre genotipos en el contenido de MIRIC
(p<0,05), siendo mayor en OPHI con 8,6 mg Kg?! de peso fresco respecto a los otros
genotipos (5,9 mg Kg* en promedio), (Figura 104). Ademas, se observaron diferencias entre

tratamientos (p<0,05), presentando T, un valor de 7,5 mg Kg* de peso fresco y el resto un
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promedio de 6,3 mg Kg®. Respecto a QUER y LUT, se detectaron valores muy pequefios y
no se observaron diferencias. En cambio, hubo interaccion en APIG (p<0,01), donde MAS T3

contenia 5,1 mg Kg* de peso fresco respecto al resto de combinaciones.
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Figura 104: contenido de miricetina (MIRIC), quercetina (QUER), luteonina (LUT) y

iI'\J'[adrigal Hl | Madrigal S| Opal HI Opal s

apigenina APIG) en bracteas internas (Bl) y fondo (F); expresados en mg Kg* que fueron
detectados en capitulos primarios de plantas de los genotipos Madrigal y Opal,
multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de acido giberélico
(AGs3). To-Ninguna aplicacion; Ti - Una aplicacién; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres
aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre genotipos al 5%, segun
prueba de DGC

Respecto a la presencia de flavonoides en la PE a partir de material fresco, habiendo
analizado solamente los tratamientos To y T3, en el caso de MIRIC no fue detectada; LUT y
QUER, se observaron trazas de ambos compuestos. En referencia a APIG no hubo
diferencias significativas y los valores encontrados en los cultivares fueron de 11,8 mg Kg*
de peso fresco en FRA, 9,4 mg Kg! en GU y 5,7 mg Kg* en GA. En los hibridos el contenido
medido fue de 8,2 mg Kg* de peso fresco en OPS; 6,5 mg Kg?! en MAHI; 4,8 mg Kg* en
OPHI y 4,4 mg Kg* en MAS. El flavonoide KAEM no fue detectado en BI, F ni PE con la

metodologia empleada y bajo las condiciones en que se realizaron los experimentos.
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1.3. Pardeamiento del fondo

En las mediciones del pardeamiento del F en un tiempo establecido de 10 minutos
desde su corte, se observO interaccibn entre genotipos y tratamientos (p<0,01),
destacandose GU con Ty por presentar el mayor valor negativo (-12,1), indicando que se
oscurecié mas que todo el resto de combinaciones. Dentro de esta variacién los valores
fueron de -8,1 en GU T3 hasta -5,3 en GA T, (Figura 105).
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Figura 105: pardeamiento del fondo (delta L* entre10 minutos del corte y el momento inicial)
de capitulos primarios de plantas de los genotipos Francés, Gauchito y Guri, con
diferentes tratamientos de 4cido giberélico (AGs3). To-Ninguna aplicacién; T1 - Una aplicacion;
T, - Dos aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre

medias para las combinaciones de genotipos y tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

En cambio, en los hibridos no se observo diferencias ni entre tratamientos ni entre
genotipos para la variable pardeamiento del F en el tiempo establecido desde su corte
(Figura 106). Los valores tienen un rango desde -13,1 observado en OPHI T hasta -5,1 en
MAS con Ts.
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Figura 106: pardeamiento del fondo (delta L* entre10 minutos del corte y el momento inicial)
de capitulos primarios de plantas de los genotipos Madrigal y Opal, multiplicados por
hijuelos (HI) y semillas (S), con diferente nUmero de aplicaciones de acido giberélico (AGs).
To-Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacion; T» - Dos aplicaciones; Ts- Tres aplicaciones.

A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 107 las fotos de los capitulos al

momento del corte y el pardeamiento del F a los 10 minutos, provenientes de plantas con T»

y T3, en el genotipo OPHI.

Figura 107: capitulo primario del genotipo Opal multiplicado por hijuelo, con dos
aplicaciones de AGs, al momento del corte en su eje longitudinal (A); el mismo capitulo a los
10 minutos (B); capitulo con tres aplicaciones de AGs; al momento del corte (C) y el mismo
capitulo a los 10 minutos.
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1.4. Fibra insoluble total

El contenido de fibra insoluble total no presentod diferencias entre genotipos ni entre
tratamientos en las mediciones del F de los capitulos y los valores medios estuvieron en un
rango de 1,6% en GU con Tz a 2,9% en GA con To. En cambio, en las Bl hubo diferencias
entre genotipos (p<0,01), siendo el de menor contenido FRA con promedio de 2,4%, luego
GA con valores intermedios (3,2%) y el de mayor contenido GU con 4,4% de valor promedio
(Figura 108).

Por ultimo, la fibra insoluble presente en la PE no tuvo diferencias entre los diferentes
genotipos y tratamientos, con valores muy similares en todos los genotipos (11,0% en

promedio).

En los genotipos del grupo cultivares no se observaron interacciones entre los
mismos y los tratamientos aplicados, en las diferentes partes analizadas, tanto comestibles

como en la biomasa restante luego de finalizada la cosecha.
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Figura 108: contenido de fibra insoluble total (FIB) expresado en %, en fondo (F), bracteas
internas (Bl) y planta entera (PE), de capitulos primarios de los genotipos Franceés,
Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To-Ninguna
aplicacion; T1- Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras

indican diferencias entre genotipos al 5%, segun prueba de DGC.

En los hibridos evaluados, con ambas formas de multiplicacion, se observaron

diferencias entre genotipos en el contenido de fibra presente en el F (p<0,01). Los menores

167



valores fueron en MAHI y OPS con promedios de 2,2% y 2,0% respectivamente; seguidos
de MAS (2,4%) y OPHI (2,7%). Si bien los valores son cercanos, también hubo diferencias
entre los tres tratamientos de AGs aplicados, es decir en T1 a T3 el contenido de fibra fue

menor (2,2% en promedio) comparados con el testigo o To (p<0,01), con 2,8% (Figura 109).

En las Bl también existieron diferencias entre genotipos (p<0,01), siendo los de
menor contenido MAHI, MAS y OPHI (2,6% promedio), respecto a OPS (4,1%). Entre
tratamientos se presentaron diferencias (p<0,01) con un promedio de 2,6% en T, y Ts,
comparado con 3,3% en To y T1 (Figura 109).

Finalmente, en la fibra presente en la PE se observo efecto de la interaccion entre
genotipos y tratamientos (p<0,01), los diferentes genotipos y los tratamientos. La planta
entera puede ser utilizada como fuente de fibra, por lo cual se destacaran los genotipos con
los tratamientos que hayan presentado mayor porcentaje, como fueron OPHI T, y Ts; OPS
con To a T2 y MAHI con Ts, respecto al resto. El rango desde el mayor al menor valor, varié
desde 15,7% en OPHI T, hasta 8,6% de fibra total en OPHI To.
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Figura 109: contenido de fibra insoluble total (FIB), expresado en %, en fondo (F), bracteas
internas (BI) y planta entera (PE), de capitulos primarios de los genotipos Madrigal y Opal,
multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de acido giberélico
(AGs). To - Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres
aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre genotipos al 5%, segun prueba de
DGC.
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2. Variables morfolégicas y color

2.1. Relacion alto/didmetro del capitulo y Relacién alto/ancho de bracteas

Los resultados en cuanto a la forma del capitulo, indicaron diferencias estadisticas
entre los genotipos (p<0,01) en referencia a la relacién alto/didmetro del mismo (RAD),
presentando FRA y GU mayores valores, es decir son mas alargados que GA. Los dos
primeros cultivares tienen una RAD promedio de 1,1 y GA 0,96 y no se observaron

diferencias entre tratamientos (Figura 110).

La forma de los tres estratos de bracteas, presentd resultados variables en cada uno,
en cuanto a la relacion alto/ancho (RAA) de las mismas. En las Bl se observé interaccioén, es
decir que los tratamientos no tuvieron la misma influencia en todos los genotipos (p<0,05),
siendo FRA con todos los tratamientos los de mayor RAA, seguidos del resto en un rango de
GA To con 1,9 hasta GU Ts con 1,6. En cambio en las BM se determinaron diferencias entre
genotipos y tratamientos (p<0,01), donde FRA fue superior (1,7) respecto a GA (1,4) - GU
(1,4) y el T: menor RAA que el resto. En las BE se presentaron nuevamente interacciones
(p<0,01), quedando los valores de FRA, GU y GA de mayor a menor, pero con un
ordenamiento de tratamientos diferente en cada uno. La RAA va desde 1,6 en FRA con T; a
1,2 en GA con Tz (Figura 110).
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Figura 110: relacion alto/diametro de capitulo entero (RAD CA) y relacién alto/ancho (RAA)
de bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos
primarios de los genotipos Francés, Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de acido
giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacién; T - Dos aplicaciones; Ts- Tres
aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre genotipos al 5%, segun prueba de
DGC.
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En el grupo de los hibridos, se encontraron interacciones en la forma del capitulo
entero y los tres estratos de bracteas (p<0,01), cuyos valores pueden visualizarse en la
Figura 111. Respecto al capitulo, el genotipo OPHI tratado con T1 y T» fueron los de mayor
RAD, 1,1 en promedio. El resto de combinaciones estuvieron en el rango desde 1,0 en MAHI
con T2 hasta 0,9 en OPS T..

La RAA de los tres estratos de bracteas presentaron interaccion entre genotipos y
tratamientos aplicados (p<0,01). En las BI, la RAA mayor se observé en MAHI con To y Ty,
seguidos del resto que se distribuyé en un rango de 2,0 en MAHI con T, hasta 1,5 en OPS
con T:. En el estrato de BM, la mayor RAA, es decir las mas alargadas fueron en MAHI —
MAS con T, (1,6 de promedio) y las demas combinaciones de genotipos y tratamientos
tuvieron valores de 1,5 en MAHI a 1,3 en OPS, ambos con Ti. Por dltimo, en las BE se
diferenciaron OPHI To - T1 y OPHI T3 con valores promedio de 1,4 respecto al resto. La RAA
de las otras combinaciones fueron desde 1,4 en OPHI con Ty a 1,2 en MAS con Ts (Figura
111).
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Figura 111: relacién alto/diametro de capitulo entero (RAD CA) y relacién alto/ancho (RAA)
de bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas externas (BE) de capitulos
primarios de los genotipos Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S),
con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T: - Una

aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones.
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2.2. Color de bracteas

Se mostraran solamente los datos del color del haz de las bracteas ya que son las
gue se ven en el conjunto del capitulo y determinan el color caracteristico de cada genotipo.
La variacion del color es dificil de interpretar en nimeros, cuando en realidad son espacios
en una esfera tridimensional, que expresan el color objetivamente. Ademas, en las bracteas
de los capitulos de alcaucil, pueden presentarse varios colores y tonalidades, que al realizar
un promedio, resulta complicado catalogar su color en un Unico valor. Para la interpretacién
de los resultados se tomaron como referencia los rangos mencionados en la seccién 6.2.2.
de Materiales y métodos. Para complementar dicha escala se confecciond una serie de
colores con la variacién encontrada en las bracteas de alcaucil, en base a las imagenes
escaneadas de los tres estratos. Se consideraron los valores extremos observados en la

totalidad de genotipos evaluados en la tesis (Figura 112).
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Figura 112: variacion de colores en bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios de plantas de los genotipos Francés, Gauchito, Guri,

Madrigal y Opal, a partir de imagenes procesadas con el programa Tomato Analyzer.

Los tratamientos de aplicacion de AGs no tuvieron efecto significativo en el color de
las Bl y BM del genotipo FRA, en cambio en las BE con T: a T3 presentaron tonalidades mas
amarillas y verdosas respectivamente, que el testigo violaceo (p<0,05), cuyos valores se

encuentran en la Tabla 11.
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En el genotipo GA, se observaron diferencias entre tratamientos en los tres estratos
de bracteas (p<0,01). Con la aplicacién de T2 y Ts, las Bl fueron mas verdosas respecto a
los otros tratamientos. En las BM fue a la inversa, presentando Ts el color verde menos
profundo respecto al testigo, con valores intermedios los otros dos tratamientos. Las BE de
capitulos con todos los tratamientos de AGs tuvieron color verde menos profundo respecto al

testigo.

En el genotipo GU, también se observaron diferencias entre tratamientos en los tres
estratos de bracteas (p<0,01). Las Bl presentaron color verde amarillento, pero To y Tz se
diferenciaron estadisticamente al ser mas verdosas que los otros tratamientos. En las BM se
observé el mismo resultado, con valores aun mas negativos, respecto a T, que ya
corresponderia al amarillo verdoso y T1 con valores intermedios. En las BE con la aplicacion
de To a T, se observaron las tonalidades violaceas profundas, en cambio con T3 fueron
verdosas (Tabla 11).

Tabla 11: Indice de color (IC) de bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios de plantas de los genotipos Francés, Gauchito y Guri,
con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacion; T: - Una

aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts- Tres aplicaciones

Estrato | Tratamiento Francés Gauchito Guri

TO -3,8 +-0,1 -7,7+02a -6,3+-0,3 c
BI T1 -25+172 -8,3+-0.2a -48+03b
T2 -1,9 +-0,6 96+-0,3b -3,2+04 a
T3 -1,8 +-0,5 92+02b -6,9 +-0,2 c

ns p<0,01 p<0,01
TO -7,3+-0,4 -13,5+-04c -10,5+-0,8 c
BM T1 -7,1+15 -121+04b -43+07b
T2 -5,6 +-0,7 -125+04b -16+-10a
T3 -7,0 +-0,5 -10,5+0,3 a -95+04c

ns p<0,01 p<0,01
TO 3,9+-36a 21,12 +-0,7b 31,2+47a
BE T1 -09+51b -16,32 +-0,7 a 38,8 +-6,6 a
T2 -55+31b -17.44 +-0,7 a 346+-58a
T3 -10,3+-1,3b -17,73 +-0,8 a -73+18b

p<0,05 p<0,01 p<0,01

Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos dentro de cada genotipo y estrato de

bractea; ns (no significativo), segun el test DGC.
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Los tratamientos de aplicacion de AGs tuvieron efecto solamente en las BM del
hibrido MAHI (p<0,01), que con Ty y T3, presentaron color verde mas claro, respecto a los
otros tratamientos (Tabla 12). En el genotipo MAS se observaron diferencias en las Bl y BM
(p<0,01), donde T3 presenté en ambos casos, valores correspondientes a los verdosos mas
oscuros respecto al resto de tratamientos aplicados. En OPHI, las Bl de capitulos no
tratados fueron mas amarillentas verdosas que con los tratamientos de AGs (p<0,05); no
encontrandose efecto en BM y BE. En cambio, en OPS hubo diferencias entre tratamientos
en BM y BE, en cuyos estratos, el T3 presentd color verde mas oscuro respecto a los otros
(p<0,01).

Tabla 12: Indice de color (IC) de bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM) y bracteas
externas (BE) de capitulos primarios de plantas de los genotipos Madrigal y Opal,
multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de &cido giberélico
(AGs). To - Ninguna aplicacion; T - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres

aplicaciones.
Estrato [Tratamiento = Madrigal H Madrigal S Opal H Opal S
TO -4.8 +-0,2 -46+-04a -26+06a -5,1+-0,2
BI T1 -5,1 +-0,2 -49+01a 27+05b -5,0 +-0,6
T2 -49+-02 -44+-01a -33+08b -59+-0,2
T3 -5,3+-0,2 -6,5+07b -52+08b -5,7+-0,2
ns p<0,01 p<0,05 ns
TO -123+07 a -11,9+-05a -3,7+-16 -71+-04a
BM T1 -144+06b -12,0+-0,5a -5,2+-0,8 -7,7+08a
T2 -13,5+-05b -122+-06 a -4.6 +-0,9 -8,7+-0,6a
T3 -10,7 +-05a -15,8 +12b -7,1+-0,6 -10,2+-0,5b
p<0,01 p<0,01 ns p<0,01
TO -18,2 +-1,2 -18,9 +-1,2 3,3 +-6,2 22+19a
BE T1 -19,2 +-0,8 -18,7 +-0,5 22+ 36 -1,7+-3,5a
T2 -18,7 +-0,8 -17,2 +-0,8 42+ 3,0 -10,8+-16b
T3 -19.4 +-0,6 -16,8 +-0,7 -47 +-1.8 -17.8+12c
ns ns ns p<0,01

Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos dentro de cada genotipo y estrato de

bractea; ns (no significativo), segun el test DGC.

2.3. Ancho y alto del fondo

Con respecto a las medidas del fondo del capitulo primario, se observo interaccion

entre genotipos y tratamientos para la variable ancho del F (p<0,01), presentando los
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mayores valores el genotipo GA con todos los tratamientos; FRA con Tz y GU con Ty (Figura
113).

En cambio, en el alto del F se hallaron mayores valores en GA y GU (3,0 cm
promedio), respecto a FRA con 2,5 cm en promedio (p<0,01).
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Figura 113: ancho y alto, expresados en cm, del fondo (F) de capitulos primarios de los
genotipos Francés, Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AG3).
To-Ninguna aplicacién; T, - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones.
Ancho del fondo: diferentes letras indican diferencias entre medias para las combinaciones
de genotipos y tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

Alto del fondo: diferentes letras mayusculas indican diferencias entre genotipos y mindsculas

entre tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

En el grupo de los hibridos también se observé interaccidon entre genotipos y
tratamientos para la variable ancho del F (p<0,01), presentando los mayores valores MAHI y
MAS con todos los tratamientos, OPHI con To y OPS con Ts, respecto al resto de

combinaciones (Figura 114).

En cambio, en el alto del F se hallaron mayores valores en MAHI (3,1 cm promedio),

respecto a los demas genotipos con 2,8 cm en promedio (p<0,01).
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Figura 114: ancho y alto, expresados en cm, del fondo (F) de capitulos primarios de los
genotipos Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes
tratamientos de &cido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacion; Ti1 - Una aplicacién; T, - Dos
aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones,

Ancho del fondo: diferentes letras indican diferencias entre medias para las combinaciones
de genotipos y tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

Alto del fondo: diferentes letras mayusculas indican diferencias entre genotipos y mindsculas
entre tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

3. Variables productivas

3.1. Rendimiento en peso fresco de alcauciles y planta entera

El rendimiento de capitulos de alcaucil por unidad de superficie no present6
diferencias entre los genotipos ni entre tratamientos. El cultivar FRA no pudo ser evaluado
en esta variable, en cambio GA y GU rindieron en promedio 1,5 Kg m? en peso fresco de
alcauciles (Figura 115).

En cuanto al rendimiento de planta entera, GA present6 mayores valores (2,4 Kg m’

2), seguido de GU con un promedio de 1,8 Kg m2y por ultimo FRA con 0,6 Kg m? (p<0,01).
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Figura 115: rendimiento en peso fresco, expresado en kg m=2, de capitulos (CA) y planta
entera (PE), de los genotipos Francés, Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de
acido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacién; T1 - Una aplicaciéon; T» - Dos aplicaciones; T3 -
Tres aplicaciones, Diferentes letras mayulsculas indican diferencias entre genotipos y

minUsculas entre tratamientos, dentro de cada variable al 5%, segun prueba de DGC.

En la Figura 116 se pueden observar los resultados del rendimiento en peso fresco
de capitulos de alcaucil, en los cuales los hibridos presentaron interaccién con los
tratamientos aplicados (p<0,01). Los valores superiores se hallaron en MAHI con Toy T3 (1,6
Kg m2 de promedio), luego siguen MAHI con T; - T2; MAS T3 y OPHI Ty respecto al resto de
combinaciones. El rendimiento mas bajo fue en MAS sin aplicacion de AGs, con un valor de
0,8 Kg m?.

El rendimiento de PE fue mayor en MAHI y MAS con un promedio de ambos de 1,8

Kg m?2, respecto a OPHI y OPS (p<0,01). No hay efecto significativo de los tratamientos en

los genotipos (Figura 116).
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Figura 116: rendimiento en peso fresco, expresado en kg m=2, de capitulos (CA) y planta
entera (PE), de los genotipos Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S),
con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicaciéon; T - Una
aplicacion; T» - Dos aplicaciones; Ts- Tres aplicaciones.

Capitulos (CA): diferentes letras indican diferencias entre medias para las combinaciones de
genotipos y tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

Planta entera (PE): diferentes letras mayusculas indican diferencias entre genotipos y

minUsculas entre tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

3.2. Peso fresco del capitulo

El peso medio del capitulo primario fue mayor en GA y GU (363 y 349 g
respectivamente), respecto a FRA con promedio de 205 g (p<0,01). A su vez se observd
efecto de los tratamientos sobre el peso medio, siendo mayor con To y T1, comparados con
el resto (p<0,01), (Figura 117).
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Figura 117: peso fresco, expresado en g, de capitulos primarios de los genotipos Francés,
Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de &acido giberélico (AGs). To-Ninguna
aplicacion; T1 - Una aplicacion; T2 - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones. Diferentes letras
mayusculas indican diferencias entre genotipos y minuUsculas entre tratamientos al 5%,

segun prueba de DGC.

En el grupo de los hibridos se observé interaccion entre genotipos y tratamientos
aplicados (p<0,05), ya que estos tuvieron efecto diferente en cada genotipo (Figura 118). El
mayor peso medio de capitulo primario se midi6 en MAHI con To, diferenciandose de MAHI

T1a T3, MAS T3y OPS con T2 y a su vez del resto de combinaciones.
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Figura 118: peso fresco, expresado en g, de capitulos primarios de los genotipos Madrigal
y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de acido
giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacion; T, - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres
aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre medias para las combinaciones de

genotipos y tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.
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3.3. Peso fresco de bracteas

El peso de una muestra de cada estrato de bracteas nos dio aproximadamente la
participacién de cada uno en el peso total del capitulo. En las Bl se observaron diferencias
entre genotipos (p<0,05), con mayor peso en GU (43,5 g promedio), seguido de GA (32,6 g)
y con menor valor en FRA (25,7 g), (Tabla 13).

En el estrato de BM hubo interaccién entre genotipos y tratamientos (p<0,05), con el
mayor peso observado en GA Ty, siguiendo T1 a Ts; FRA To y GU T3, respecto al resto de
combinaciones. En las BE también se establecieron interacciones (p<0,01), con mayor peso
en GA Ty a T3, luego To y las demas combinaciones con los menores valores (Tabla 13).

Tabla 13: peso fresco, expresado en g, de 10 bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM)
y bracteas externas (BE) de capitulos primarios de los genotipos Francés, Gauchito y Guiri,
con diferentes tratamientos de &cido giberélico (AGs). To - Ninguna aplicacién; T: - Una

aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts- Tres aplicaciones

Estrato | Tratamiento Francés Gauchito Guri

TO 246 +-34 346 +-34 495 +-25

BI T1 32,6 +-6,1 297 +-25 43,3 +-1,6

T2 23,3+49 33,0 +21 36,6 +-1,5

T3 223+42 32,8 +1,7 445 +-1,2

C B A
Entre genotipos (p<0,05)

TO 479+-48b 564 +-1,7a 409+13c
BM T1 399+13c 51,56 +18b 393+1,7c
T2 41 1+-24c 471 +25b 352+-0,5¢c
T3 356+21c 50,5 +19b 447 +18b
Interaccion entre genotipos y tratamientos (p<0,05)
T0 219+-26¢C 27,2 +12b 174 +09c
BE T1 18,1 +1,7c 318 +0,7a 178+11c
T2 208 +1,7c 31,3 +13a 16,9 +-0,6 c
T3 17,4 +-0,7 ¢ 33,1 +11a 209+12c
Interaccién entre genotipos y tratamientos (p<0,01)

Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (Bl) y entre medias para las

combinaciones de genotipos y tratamientos (BM y BE), segun el test DGC.

En los tres estratos de bracteas se establecieron interacciones entre genotipos y

tratamientos, es decir que el efecto de las aplicaciones de AGs, se expreso diferencialmente
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en el peso de bracteas, en cada hibrido (Tabla 14). En BI los valores mas elevados
correspondieron a MAHI con los cuatro tratamientos, MAS con T1 - T3y OPS con T1 — T2
(p<0,01), respecto al resto de combinaciones. En BM también el peso fue superior en MAHI
con los cuatro tratamientos y MAS con T3 (p<0,01), seguido de MAS T1 — T2, OPHI To -T2 y
OPS Ty — Ty, respecto al resto. En BE solamente MAHI con T, - Tz presentaron los mayores
valores, seguidos de MAHI To — T1, MAS Ti1 al Tz y OPS Ty — T, respecto al resto de

combinaciones (p<0,05).

Tabla 14: peso fresco, expresado en g, de 10 bracteas internas (Bl), bracteas medias (BM)
y bracteas externas (BE) de capitulos primarios de los genotipos Madrigal y Opal,
multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de &cido giberélico
(AGs3). To - Ninguna aplicacion; Ti - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres

aplicaciones.
Estrato [Tratamiento Madrigal H Madrigal S Opal H Opal S

T0 40,9+-39a 234+24hb 306+51b 33,5+19a
BI T1 415+-23a 36,8 +-39a 251+-39b 31,9+45a
T2 36,2+17a 285+11b 277+18b 282+-22b
T3 359+43a 439+-50a 154 +-3,3b 298+-1,7b

Interaccidn entre genctipos y tratamientos (p<0,01)
T0 598+41a 36,3+27¢c 488+19b 474+15hb
BM T1 55,1 +21a 50,0 +-39b 36,6 +-1,1c 452+-38b
T2 53,3+22a 435+10b 423+-28b 39.2+32c
T3 56,0 +40a 52,0 +46a 30,5+15¢c 38,3+34c

Interaccién entre genctipos y tratamientos (p<0,01)
T0 250+1,1b 19,9 +-13c 19,3+-09c¢ 227+1,1b
BE T1 231+11b 226+21hb 16,0 +-1,3 ¢ 229+15hb
T2 285+15a 242+-15hb 19,1 +-19¢ 201+14c
T3 285+14a 241+-28b 189+15¢c 199+10¢c

Interaccion entre genotipos y tratamientos (p<0,05)

Diferentes letras indican diferencias estadisticas, dentro de cada variable, entre medias para

las combinaciones de genotipos y tratamientos, segun el test DGC.

3.4. Peso seco del fondo, bracteas, hojas y planta entera

Los resultados en cuanto al peso seco del F, indicaron diferencias entre genotipos
(p<0,01), con un promedio de 10,6 % de peso seco en FRA, seguido de 9,5% en GU y 8,5%
en GA (Figura 119).
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En las Bl se observaron interacciones entre genotipos y tratamientos, presentando
los mayores valores el cultivar FRA con T; (11,6%) y T3, GA con To Yy todo el genotipo GU,
respecto al resto de combinaciones (p<0,01). Las mismas estuvieron en un rango de 9,5%
en FRA T,, hasta 8,5% de peso seco en GA Ts.

A su vez se hallaron interacciones en el peso seco de las H, con valores desde
17,4% a 15,9% en los genotipos FRA y GU con T, y Ts (p<0,01). Le siguieron el resto de
combinaciones, cuyo valor mas bajo se midié en FRA con T;.

En la Figura 119, se puede visualizar también que el porcentaje de peso seco en la
PE, fue diferente entre los genotipos, siendo mayor en GU con 18,6%, seguido de FRA con
17,9 y GA con 15,3% (p<0,01).
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Figura 119: peso seco expresado en %, en fondo (F), bracteas internas (Bl), hojas (H) y
planta entera (PE), de capitulos primarios de los genotipos Francés, Gauchito y Guri, con
diferentes tratamientos de 4cido giberélico (AGs3). To-Ninguna aplicacién; T1 - Una aplicacion;
T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre

genotipos, dentro de cada variable al 5%, segun prueba de DGC.

En el grupo de los genotipos hibridos, solamente se encontrd diferencia entre los

mismos en el peso seco del F (Figura 120), presentando el mayor valor OPHI, con un
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promedio de 10,5%, seguido de MAHI y OPS (9,5%) y por ultimo MAS con 8,9% de peso
seco (p<0,01).

En las demas partes de la planta evaluadas se observé interaccién entre genotipos y
tratamientos. En las Bl el peso seco fue superior en MAS con Ty, diferenciado de todo el
resto de combinaciones (p<0,01), las cuales van desde 10,5% en OPS T3 hasta 8,1% en
OPHI To.

En las H el mayor peso seco se midio en los genotipos MAHI, MAS y OPHI tratados
con T, - T3, en un rango de 20,0 a 18,0%. Los menores valores se observaron en OPHI Ty —
T1 y MAS Ti, con un promedio de 12,0% de peso seco y las demas combinaciones con
valores intermedios (p<0,01).

El peso seco de la PE fue mayor en OPHI T (22,0%) — T3 (20,7%); OPS, MAHI con
los cuatro tratamientos, OPHI y MAS con T; (15,0% promedio); todos diferenciados del resto
de combinaciones (p<0,05). El valor mas bajo de 11,0% perteneciéo a MAS con T, (Figura
120).
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Figura 120: peso seco expresado en %, en fondo (F), bracteas internas (Bl), hojas (H) y
planta entera (PE), de capitulos primarios de los genotipos Madrigal y Opal, multiplicados
por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To-
Ninguna aplicacién; T: - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts - Tres aplicaciones.

Diferentes letras indican diferencias entre genotipos al 5%, segun prueba de DGC.
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3.5. NUumero de capitulos por planta

El nimero de capitulos producidos por planta, pudo evaluarse en los genotipos GA 'y
GU entre los cuales existi6 diferencias (p<0,05), con promedios de 7,3 y 6,5
respectivamente. Los diferentes tratamientos con AGs no tuvieron influencia significativa en

esta variable productiva (Figura 121).
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Figura 121: numero de capitulos producidos por planta, de los genotipos Francés,
Gauchito y Guri, con diferentes tratamientos de &acido giberélico (AGs). To-Ninguna
aplicacion; T, — Una aplicacién; T, — Dos aplicaciones; Ts — Tres aplicaciones. Diferentes
letras mayusculas indican diferencias entre genotipos y minutsculas entre tratamientos al 5%,

segun prueba de DGC.

En los hibridos también se encontraron diferencias entre genotipos en cuanto al
namero de capitulos producidos (p<0,05), siendo mayor en MAH (7,6), respecto al resto de
cultivares, que en promedio dieron 6,5 capitulos (Figura 122). A su vez hubo diferencia entre

los tratamientos aplicados, superando Tz al resto (p<0,05).
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Figura 122: numero de capitulos producidos por planta, de los genotipos Madrigal y Opal,
multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con diferentes tratamientos de &cido giberélico
(AGs). Tratamientos: To-Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacion; T, - Dos aplicaciones; Ts -
Tres aplicaciones. Diferentes letras mayudsculas indican diferencias entre genotipos y
mindsculas entre tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

3.6. Precocidad

Los genotipos se diferenciaron en su precocidad, siendo GU el mas tardio (p<0,01),
con 77 dias desde la primera aplicacion de AGs a la cosecha del capitulo primario (Figura
123). A su vez se diferenciaron los tratamientos (p<0,01), presentando mayor precocidad las
plantas con los tratamientos de AGs, con un promedio de 74 dias respecto al testigo sin

aplicacion (79 dias).
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Figura 123: precocidad, dias desde la primera aplicacién de AG; a la cosecha del capitulo
primario de los genotipos Francés, Gauchito y Guri, con diferentes tratamientosde acido
giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacién; T. - Dos aplicaciones; Tz - Tres
aplicaciones. Diferentes letras mayusculas indican diferencias entre genotipos y mindsculas

entre tratamientos al 5%, segun prueba de DGC.

En los hibridos se generaron interacciones entre genotipos y tratamientos (p<0,01),
presentando menos dias a cosecha el genotipo OPS con T, — Tz (Figura 124), con un
promedio de 56 dias. El genotipo mas tardio fue MAS con la aplicacién de To a Ta,

mostrando una media de 88 dias a la cosecha del capitulo primario.
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Figura 124: precocidad, dias desde la primera aplicacién de AGs a la cosecha del capitulo
primario de los genotipos Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelos (HI) y semillas (S), con
diferentes tratamientos de acido giberélico (AGs). To-Ninguna aplicacion; T1 - Una aplicacion;
T, - Dos aplicaciones; Tz - Tres aplicaciones. Diferentes letras indican diferencias entre
medias para las combinaciones de genotipos y tratamientos al 5%, segun el test DGC.

4. Andlisis comparativo en Madrigal F1

Los resultados de comparar el mismo material genético vegetal de Madrigal F1
cultivado en 2015 a partir de semillas (MAS 15) y sus hijuelos extraidos y trasplantados
durante el afio 2016 (MAHI 16), se pueden observar en la Tabla 15. Algunas variables
presentaron mayores valores en MAS 15 respecto a MAHI 16, como son la RAD del capitulo
primario (p<0,01) y peso seco del F (p<0,05). En cambio, MAHI 16 presentaron mayores
valores de ancho del F, menor pardeamiento del F (delta L*), menor contenido de fibra en BI
y F, respecto a MAS 15. Asi mismo, los tratamientos aplicados presentaron diferencias en
los dos afios consecutivos. Con T, y Tz, se observo un contenido més elevado de AC en las
Bl; a su vez todos los tratamientos de AGs disminuyeron el porcentaje de fibra en las BI
respecto al testigo y con T3 se hall6 el valor mas bajo de fibra en el F (p<0,01). Respecto al
namero de capitulos por planta, presentaron mayor valor los T1 y T, (p<0,05). También se
encontraron interacciones entre el material vegetal y los tratamientos, aplicando T, en MAS
15 se obtuvo mayor contenido de AC en el F (p<0,01) y con T1 en MAHI 16, mayor AC y
DCQ en las H. El To y T tuvieron efecto en MAHI 16, aumentando el peso medio del primer
capitulo y el peso seco en BI. El rendimiento de capitulos fue superior con T, - T3 en MAS 15
y con To — Tz en MAH 2016. Y por ultimo todo el material vegetal de MAHI 16 fue mas
precoz que su planta madre 2015 (p<0,01), (Tabla 15).
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Tabla 15: Comparacion del material genético vegetal de Madrigal F1 cultivado en 2015 a
partir de semillas y sus hijuelos extraidos y trasplantados durante el afio 2016. Referencias
de las variables: Bl (bracteas internas), F (fondo), H (hoja), CA (capitulo), AC (acido
clorogénico), DCQ (acidos dicafeoilquinicos), RAD (relacion alto/diametro), DAC (dias a
cosecha). Tratamientos de &cido giberélico: To-Ninguna aplicacién; T1 - Una aplicacién; T -

Dos aplicaciones; Ts- Tres aplicaciones.

hllaterial Trata- | Inter-

Variable Madrigal semilla 2015 Madrigal hijuelo 2016
TO T1 T2 T3 TO T1 V) T3 |vegetal| miento |accion

ACF,mgkg"'| 1192 | 992 | 2229 | 1553 | 461 654 | 366 | 480 xx
AC Bl mgkg'| 1373 | 1506 | 2755 | 2072 | 1167 | 1616 | 1829 | 2355 =%
AC H, mgkg"| 2506 | 2028 | 2240 | 1843 | 1296 | 3739 | 1607 | 1153 >
pcQHmgkg™'| 531 656 653 499 695 1724 652 409 %

DelitaL*F | -11,0 -9.0 -9.8 -7.9 -6,9 -5,1 -6,0 -7.3 b2

Fibra F, % 51 49 43 3.6 23 21 24 1.8 *x >

Fibra Bl, % 58 42 29 3.3 25 2,5 23 2.1 o "

RADdelCA | 1.1 1.1 1.1 1.2 1,0 0.9 1.0 0.9 **
Ancho F,cm| 51 4.9 56 49 6.3 5.9 59 5.8 i

CA, Kg m? 1.4 1.4 1,7 1.7 1.6 1.4 1,5 1.6 *
Peso CA,g | 251 248 271 273 425 453 360 385 e
p.secoF,% | 16,0 16,7 16.0 16,8 9,0 9.9 8.9 9.6 %
p. seco Bl, %| 14,7 13.9 10.4 10,4 9.1 9.8 9.0 9,2 *
N° CA pl” 9.7 10,5 11,9 11,6 6.6 7.1 75 9,2 s %
DAC 177 173 135 126 77 79 81 74 x

* (p<0,05); ** (p<0,01).

Para evaluar la forma de multiplicacién por semilla en dos afios consecutivos, se
comparé MAS 15 versus MAS 16. En la tabla 16 se puede observar la significancia
estadistica entre afios, entre tratamientos y la interaccion de ambos factores. El efecto del
afio de cultivo se expres6 en cuatro variables, contenido de AC en las H, fibra y peso seco
en el Fy nimero de capitulos por planta, presentando el afio 2015 el mayor valor en todos
los casos (p<0,01). A su vez los tratamientos influyeron de la misma manera en ambos
afos, con To y T1 se midio el mayor contenido de fibra en el F (p<0,01). Con T, también se
hall6 mayor porcentaje de peso seco en las Bl respecto al resto y con todos los tratamientos
de AG; se logré6 mayor nimero de capitulos, respecto al testigo (p<0,01). En todas las
demas variables, excepto contenido de DCQ en H, los tratamientos tuvieron diferente efecto
segun los afios de cultivo. Aplicando T, y Ts en MAS 15, se obtuvo mayor contenido de AC

en las Bl, RAD del capitulo y rendimiento de capitulos por unidad de superficie (p<0,01).
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Con T3 en MAS 16, se observé el menor pardeamiento del F y mayor peso medio del
capitulo primario (p<0,01) y a su vez con T, se observo el mayor contenido de fibra en BI,
respecto al resto de combinaciones. Aplicando T, en MAS 15y T1 - Tz en MAS 16, el ancho
del F fue mayor (p<0,01). En el cultivo 2016 se obtuvo mayor precocidad, pero los

tratamientos no se diferenciaron entre siy en el 2015 el T; fue el mas precoz (Tabla 16).

Tabla 16: Comparacion de la multiplicacion por semilla de Madrigal F1 cultivado en 2015 y
2016. Referencias de las variables: Bl (bracteas internas), F (fondo), H (hoja), CA (capitulo),
AC (&cido clorogénico), DCQ (acidos dicafeoilquinicos), RAD (relacién alto/didametro), DAC
(dias a cosecha). Tratamientos de acido giberélico: To-Ninguna aplicacion; T: - Una
aplicacion; T, - Dos aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones.

Vafiable Madrigal semilla 2015 Madrigal semilla 2016 | apo | o2 | Inter-
TO T T2 T3 TO T T T3 miento | accion
ACF, mg kg~1 1192 992 2229 1553 696 341 447 650 *
AC Bl mg kg'1 1373 1506 2755 2072 1411 1247 992 523 A%
AC H, mg kg'1 2506 | 2028 2240 1843 1081 936 1722 | 1462 *x
DCQHmg kg'1 531 656 653 499 490 473 721 607 ns
Delta L* F -11,0 -9.0 -9.8 -7.9 -104 | -10,4 -7.8 -5.1 A%
FibraF, % 51 4.9 43 3.6 3.5 2.8 2,3 2.3 % *x
Fibra Bl, % 58 4.2 2,9 3:3 3.1 3.4 29 2,5 %
RAD del CA 14 1.1 1.1 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 **
Ancho F,cm| 5.1 4.9 56 4,9 5.2 5.8 55 59 A%
CA,Kgm? | 14 1,4 17 b 0.8 1.1 1,1 1,4 *x
Peso CA, g 251 248 271 273 290 254 298 333 A%
p.-secoF,% | 16,0 16,7 16,0 16,8 9.0 8,6 9.8 8,2 b
p- seco Bl, %| 14,7 13.9 10,4 10,4 12,6 9.5 9.6 9.1 "
N° CA pl'1 9.7 10,5 11,2 11,6 54 6,3 6.2 7.0 i 1
DAC 177 173 135 126 88.4 88,3 86.5 84 *x

* (p<0,05); ** (p<0,01); ns (no significativo)

Para evaluar el comportamiento de las dos formas de multiplicacién del hibrido
Madrigal F1 en las condiciones de un mismo afo de cultivo, se compararon MAHI y MAS
cultivados en 2016 (Tabla 17). En este caso se observo que la forma de multiplicacion tuvo
influencia solamente en tres variables y a favor de los hijuelos. En MAHI el contenido fe fibra
en el F fue menor y se observdé mayor ancho de F y nimero de capitulos por planta. A su

vez los tratamientos impactaron de la misma manera en las formas de multiplicacion en dos
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variables, siendo menor el contenido de fibra en el F cuando se aplicaron T:1 a Ts.

Presentaron mayor nimero de capitulos, las plantas con aplicacion de T3 (p<0,05).

Por otro lado, los tratamientos influyeron de manera diferente en cada forma de
multiplicacién, por ejemplo con la aplicacién de T3 en MAHI se observé mayor contenido de
AC en las Bl y con T: mayor AC - DCQ en las H (p<0,01). A su vez, con T1 y To en MAHI el
capitulo primario fue mas pesado y aplicando Ts, se logr6 mayor precocidad, respecto al
resto de combinaciones. Por otro lado, con T: - Tz en MAHI y T> en MAS, se hall6 mayor
peso seco en el F. Con todos los tratamientos en MAH y con Tz en MAS, se logro el mayor
rendimiento de capitulos (p<0,01). Por ultimo, en el testigo de MAS se observd mayor peso
seco de Bl y aplicando T1 — To en MAS, se pardeé menos el F del capitulo (p<0,01), (Tabla
17).

Tabla 17: Comparacién de las dos formas de multiplicacién, hijuelo y semilla de Madrigal F1
cultivado en 2016. Referencias de las variables: Bl (bracteas internas), F (fondo), H (hoja),
CA (capitulo), AC (&cido clorogénico), DCQ (acidos dicafeoilquinicos), RAD (relacion
alto/diametro), DAC (dias a cosecha). Tratamientos de &cido giberélico: To-Ninguna

aplicacion; T1 - Una aplicacién; T, - Dos aplicaciones; T3 - Tres aplicaciones.

Variable Madrigal hijuelo 2016 Madrigal semilla 2016 Eorma| Trath S| Mo
TO T T2 T3 TO T T2 T3 |Multipl.| miento | accion
ACF, mgkg”| 461 654 366 460 696 341 447 650 ns
AC Blmgkg”| 1167 1616 1829 2355 1411 1247 992 523 %
AC H, mgkg™| 1296 | 3739 1607 | 1153 | 1081 936 1722 | 1462 **
DCQHmgkg™'| 695 1724 652 409 490 473 721 607 k%
Deilta L* F -6,9 -5.1 -6,0 -7.3 -104 | -104 -7.8 -5,1 ¥
Fibra F, % 23 21 24 1.8 35 2.8 23 2,3 *% ke
Fibra Bl, % 2.5 2.5 23 21 31 3.4 29 2,5 ns
RADdelCA| 10 0.9 1.0 0.9 1,0 0.9 1.0 0.9 ns
Ancho F,cm| 6,3 59 59 58 52 58 55 59 *
CA,Kgm? | 16 1,4 15 1.6 0.8 1,1 1,1 1,4 **
Peso CA,g | 425 453 360 385 290 254 298 333 *%
p-secoF,% | 9.0 9.9 8.9 9.6 9,0 8,6 9.8 8,2 ¥
p.seco Bl, %| 9.1 9.8 9,0 9.2 12,6 9.5 9.6 9.1 *
N° CApl* 6.6 71 7.5 9.2 54 6,3 6,2 7,0 *¥ ¥
DAC 77 79 81 74 88,4 88,3 86,5 84 *

* (p<0,05); ** (p<0,01); ns (no significativo)
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Antes de continuar con la discusién de los resultados obtenidos, cabe destacar que
por primera vez se estudio la composicién quimica de los cultivares FCA y de los hibridos
extranjeros en las condiciones regionales y las demas variables evaluadas, con diferentes

tratamientos de AGs. De esta manera se abrié un amplio campo para seguir investigando.

DISCUSION

El andlisis de los resultados indica que las producciones vegetales en sistemas
intensivos estan influenciados por mdltiples factores y condiciones. Tanto los resultados
generales como los particulares podran servir de base para ajustar los manejos en las

explotaciones horticolas y para continuar con investigaciones en diversas direcciones.

Respecto a la medicién de compuestos quimicos en extractos metandlicos, partiendo
de material fresco, en las distintas partes estudiadas se encontraron diferencias en el
contenido de &cido clorogénico (AC) entre los cultivares. Se destac6 GU por su mayor
contenido en las H con un valor del 66% y 188% superior al encontrado en FRA y GA
respectivamente. En el F del capitulo de alcaucil, FRA y GU superan en 110% al valor
encontrado en GA. En Bl el cultivar FRA presenté 40% mas de AC que los otros genotipos.
En el contenido de acidos dicafeoilquinicos (DCQ y CIN), no se observé influencia de los
genotipos. Los tratamientos no tuvieron efecto significativo en ninguno de los compuestos

guimicos medidos en las diferentes partes de la planta.

En cambio, los tratamientos con acido giberélico (AGs) en los hibridos multiplicados
por semillas e hijuelos, tuvieron diferente efecto segun el genotipo. En los extractos
metandlicos de H en estado fresco, el mayor contenido de AC lo presentdé MAHI con T4, con
valores muy distantes a los mas bajos detectados en OPHI con T3y en OPHI testigo. En las
Bl, los mayores valores se detectaron en OPHI T1 -T, y OPS To. Esto representé también
una diferencia significativa respecto a los de menor contenido, que se dieron en MAS con
todos los tratamientos y en MAHI Ty - T1. En el F del capitulo, no hubo interacciones. A su
vez se hall6 interaccion entre genotipos y tratamientos en el contenido de DCQ en las H,
principalmente por el valor superior de MAHI con T, significando un incremento del 99%
respecto a OPHI T.y 333% a OPHI To. En las mediciones de CIN en BI, las interacciones se
presentaron en MAHI con T -Ts, OPS To — T1 y OPHI T, con valores desde 71 a 63 mg Kg*

de peso fresco. En el F del capitulo, la CIN no fue detectada.
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El contenido de los extractos metandlicos y etandlicos de la PE en estado fresco no
pudo analizarse estadisticamente en las condiciones experimentales empleadas. La misma
situacion se registro en los extractos de H y PE a partir de material seco de los tratamientos
To Yy Ts.

En definitiva, se pudo observar que en los cultivares las mayores diferencias en el
contenido de compuestos quimicos, especificamente el AC, estan dadas por la influencia del
material genético como fue mencionado en la seccidon de Introduccion y Discusion del
capitulo I, en base a numerosas investigaciones en otros paises. Se destac6 GU por su
mayor contenido de AC en H, FRA en las Bl y ambos en el F. En cambio, en los hibridos, el
nimero de aplicaciones de AGs tuvo incidencia diferente en cada material genético,
presentando MAHI con T el mayor contenido de AC en H. En las BI, fue en OPHI T1-T> y
OPS To. Respecto a los DCQ en las H, fue superior en MAHI con T; y la CIN en Bl, MAHI
con T, -T3, OPS con To— Ty y OPHI To».

Si bien no se pueden comparar estos resultados a nivel regional por no existir
antecedentes, es interesante destacar que la aplicacion de AGs permiti6 mantener el
contenido de principios activos y en algunos casos aumentarlos, es decir que la practica
frecuentemente manejada por los productores para lograr precocidad no va en detrimento
de la composicién quimica de cafeoilquinicos. Con una o dos aplicaciones de AGs se
pudieron alcanzar, en algunos casos, mayores niveles de fenoles. Otro aspecto importante
es que las hojas, consideradas desecho luego de la cosecha total de capitulos, puedan ser
utilizadas para la extraccibn de compuestos agregando valor al destino del cultivo y
constituyendo una ventaja para el productor de alcaucil en su doble propdésito. Por dltimo, en
el caso de los hibridos, en la mayoria de los casos se mantuvo o se increment6 el contenido
de principios activos, utilizando un hijuelo de plantas del afio anterior que habian partido de

semilla.

Continuando con la composicion quimica, los resultados de flavonoides, también
expresaron diferencias entre cultivares para algunos compuestos. El genotipo FRA present6
un 121% mas de Miricetina (MIRIC), respecto a GA'y GU en las Bl. Y a su vez, GA tuvo un
61% mas de apigenina (APIG) que FRA y 10% méas que GU. En el F del capitulo, no se

observaron diferencias para MIRIC. Los valores detectados de quercetina (QUER) y
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luteonina (LUT) en el F fueron muy pequefios y el contenido de APIG varié desde 3,3 mg Kg’

! de peso fresco en GA con T; hasta 4,9 mg Kg* en FRA con Ta.

En los hibridos también se encontraron diferencias entre genotipos para algunos
compuestos. Por ejemplo, OPHI tuvo 20,3 mg Kg* de peso fresco de MIRC en BI, siendo un
87% superior a OPS, 109% a MAHI y 243% a MAS. También MAHI present6 9,1 mg Kg* de
APIG, superando en un 36% al resto de genotipos. En el F del capitulo, OPHI present6
MIRC con un 46% mas que el resto de genotipos. Y ademas se observaron diferencias entre
tratamientos, presentando To un valor de 7,5 mg Kg* (19% superior al resto). En base a los
resultados encontrados se puede definir que, en cuanto al contenido de algunos flavonoides,
en particular MIRC y APIG, el mayor efecto fue de los genotipos tanto para cultivares como
para hibridos, en Bl y F.

Respecto a la presencia de flavonoides en la PE a partir de material fresco, se puede
destacar solamente APIG. No hubo diferencias significativas y los valores encontrados en
los cultivares fueron de 11,8 mg Kg* de peso fresco en FRA, 9,4 mg Kg* en GU y 5,7 mg
Kg?! en GA. En los hibridos el contenido medido fue de 8,17 mg Kg* de peso fresco en OPS;
6,5 mg Kg?! en MAHI; 4,8 mg Kg! en OPHI y 4,4 mg Kg! en MAS. Es muy importante
destacar que, gracias a un trabajo colaborativo, se pudieron medir los flavonoides mas
importantes presentes en las diferentes partes de la planta de alcaucil, tanto en cultivares

FCA como en hibridos comerciales, en las condiciones locales.

Respecto a la evaluacion del pardeamiento del F en un tiempo establecido desde su
corte, se determiné que los tratamientos de AGs, interaccionaron segun los cultivares entre
los cuales se destaca GU con T, por presentar el mayor valor negativo (-12,1), indicando
gue se oscurecid mas que todo el resto de combinaciones. Dentro de esta variacion los
valores van de -8,1 en GU T3 hasta -5,3 en GA T:1. En cambio, en los hibridos no se observé
diferencias entre tratamientos o genotipos y tampoco interacciones. Los valores tienen un
rango desde -13,1 observado en OPHI T, hasta -5,1 en MAS con Ts. Solamente el genotipo
MAS tuvo un comportamiento similar respecto a los tratamientos, como se observo sobre el
cultivo de Madrigal del afio anterior, en valores absolutos (seccion 4.1.2 del capitulo Il). Las
demas combinaciones de hibridos con sus formas de multiplicaciéon y los tratamientos,

presentaron diferente resultado.
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Por otro lado, respecto al contenido de fibra en las diferentes partes de la planta, los
cultivares mostraron diferencias en las Bl, donde FRA presentd 2,4% de fibra, que equivale
a un 45% menos que GU y 25% menos que GA. En la PE el % de fibra fue similar en todos
los genotipos (11,0% en promedio). Los tratamientos de AGs no tuvieron incidencia
significativa en los mismos, pero en los hibridos evaluados, con ambas maneras de
multiplicacién, se observaron diferencias entre genotipos y entre tratamientos, en F y Bl. Se
destacaron MAHI y OPS por contener menos fibra en el F (2,1% y 2,0%) y los tratamientos
T, a Tz disminuyeron en un 22% el contenido de fibra respecto al testigo. Asi mismo MAHI,
MAS y OPHI (2,6% promedio), tuvieron un 36% menos de fibra en las Bl respecto a OPS; al
mismo tiempo que T, y Tz disminuyeron en 21% el contenido de fibra respecto a los demés
tratamientos. Si bien los resultados de los cultivares no son comparables con los obtenidos
en el capitulo | porque no se aplicaron los mismos tratamientos, se pudo observar que hubo
disminucion en el contenido de fibra de Bl de capitulos primarios y secundarios de GA 'y GU
en respuesta al AGs (seccion 1.2 de Resultados del capitulo 1). Y respecto a los hibridos, en
los experimentos con los mismos tratamientos de AGs en un cultivo de Madrigal durante la
cosecha 2015, se midi6 una disminucién del 50% en el contenido de fibra en Bl de capitulos
primarios y secundarios (seccion 1.2 de Resultados del capitulo 1l). Por udltimo, en la fibra
insoluble presente en la PE se observd interaccibn entre genotipos y tratamientos,
destacandose a las combinaciones de mayor contenido, como fueron OPHI T, y Ts; OPS

con To a T2 y MAHI con T3, respecto al resto.

En definitiva, en los cultivares, no hubo impacto significativo de los tratamientos de
aplicacion de AGs; sobre el contenido de fibra y los genotipos se diferenciaron solamente en
las Bl. En cambio, en los hibridos tienen influencia ambos factores. La respuesta genotipica
puede ser propia de cada uno y la respuesta a los tratamientos de AGs, fue similar a la
observada en el cultivo de Madrigal en la campafia anterior, discutida en la seccién 5 del
capitulo Il, aumentando la palatabilidad de las partes comestibles. Una ventaja adicional del
uso de la biomasa residual es que se contribuiria al cuidado y la conservacion del

medioambiente y podria usarse como fuente de fibra.

En cuanto a la forma del capitulo (relacion alto/didmetro o RAD), los resultados
indicaron que las diferencias se establecieron por la forma normalmente mas alargada de
FRA y GU respecto a GA y los tratamientos de AGz no influyeron notoriamente en la forma
del capitulo. La forma de los tres estratos de bracteas, presentd resultados variables en
cada uno, en cuanto a la relacién alto/ancho (RAA) de las mismas, pero no afectaron la

forma caracteristica de cada genotipo. En el grupo de los hibridos, se encontraron
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interacciones en la forma del capitulo entero y los tres estratos de bracteas, pero de la
misma manera que en los cultivares, los tratamientos no afectaron de forma notoria, la forma
regular del capitulo de cada genotipo, aspecto importante para la comercializacion de la
hortaliza. Respecto al capitulo, el genotipo OPHI tratado con T; y T» fueron los de mayor
RAD, 1,1 en promedio. El resto de combinaciones estuvieron en el rango desde 1,0 en MAHI
con T, hasta 0,9 en OPS To,.

La RAA de los tres estratos de bracteas presentaron interaccion entre genotipos y
tratamientos aplicados (p<0,01). En las BI, la RAA mayor se observé en MAHI con To y Ty,
seguidos del resto que se distribuy6 en un rango de 2,0 en MAHI con T, hasta 1,5 en OPS
con Ty. Otros autores, en el sur de Italia, han determinado aumento lineal en la RAD del
capitulo del hibrido Orlando F1, como consecuencia del adelanto en produccion al aplicar
AGs3, pero ese incremento fue leve en cosechas tempranas de febrero-marzo y marzo-abril.
A su vez, la variacién de la RAD de capitulos de Violeta de Sicilia no superé el 10% y no fue
lineal, al adelantar la temporada de cosecha (Mauromicale y lerna, 2000).

Otra caracteristica a tener en cuenta es la coloracién de los capitulos, en la cual
todos los tratamientos de aplicacion de AGs tuvieron efecto significativo en las BE de FRA,
tornandolas amarillentas y verdosas. Asi también en GA las BM y BE fueron verdes mas
claras respecto al testigo. En el genotipo GU, tanto T; como T, tornaron mas verdosas a las
BM y con T3 las BE, presentaron color verde respecto al violeta de los demas tratamientos.
Los hibridos presentaron diferencias con T3, en las BM de MAHI, las cuales fueron verdes
mas claras. En cambio, en las BM de MAS y en BM - BE de OPS, aplicando T3 fueron verde

MAS 0scuro respecto a los otros tratamientos.

En relacion a la morfologia del capitulo, el F es una parte fundamental y en las
mediciones realizadas se observo interaccion entre genotipos y tratamientos en el ancho del
mismo, presentando los mayores valores el genotipo GA con todos los tratamientos; FRA
con Tz y GU con To. A su vez MAHI y MAS con todos los tratamientos, OPHI con To y OPS
con Ts, respecto al resto de combinaciones. En cambio, en el alto del F se hallaron
diferencias entre genotipos, destacandose GA, GU y MAHI. La forma y coloracion del
capitulo son aspectos importantes tanto en su comercializacion en fresco, como en su
procesamiento industrial. Tanto es asi que, en la introduccion de genotipos multiplicados por
semilla en la zona mas importante de Espafa, Andujar Sanchez et al (2005) evaluaron a

Madrigal y Opal entre otros, junto al cultivar Blanco de Tudela de reproduccion agamica. En
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ese estudio, Madrigal present6é una forma esférica ovoidal, compacta, con bracteas gruesas
y algo compactas, receptaculo mas ancho, cuadrado y alto que Blanca de Tudela. Tiene un
cierre triangular en punta y sin coloracién, con parte comercial mas alargada, que le dan un
elevado peso especifico al capitulo y se destaca por ser de un color ligeramente oscuro y
brillante. El hibrido Opal se evalu6 de color violeta claro, con un veteado verde, muy
parecido al cultivar Violeta de Provenza, aunque de calibre algo mayor y mas puntiagudo;
con forma alargada medio compacta similar a Blanca de Tudela y bracteas hendidas, cierre
con ligera apertura apical. Bracteas internas ligeramente violdceas, muy carnosas y
alargadas hacia el apice, receptaculo mas cuadrado y alto que Blanca de Tudela (Andujar
Sénchez et al., 2005).

En el caso de los cultivares GA y GU Los genotipos y tratamientos no tuvieron
influencia significativa en el rendimiento de capitulos de alcaucil por unidad de superficie, los
cuales presentaron un promedio de 1,5 kg m2. En cambio, en los hibridos, las aplicaciones
de AGs tuvieron efecto diferente en los genotipos, por ejemplo MAHI presentdé mayor
rendimiento con To y Ts (1,6 Kg m? de promedio), dado mayormente por el mayor peso
fresco del capitulo primario en el primer caso y por un mayor niamero de capitulos por planta
en el segundo. En MAS con T3 se observdé mayor rendimiento respecto a los demas
tratamientos por ambos factores nhombrados anteriormente. Baixauli et al., (2020) evaluaron
en Valencia, Espafia, 14 genotipos multiplicados por semilla y dos por hijuelos (Blanco de
Tudela y Violeta de Provenza), con tres aplicaciones de AG; de 30 ppm, dos en septiembre
y una en octubre, equivalente al otofio de nuestra zona, aproximadamente. Considerando
solamente a los hibridos estudiados en esta tesis y los dos cultivares, los autores
mencionados determinaron un rendimiento primaveral total para Madrigal de 1,6 kg m?,
superior a Opal (0,9 kg m™), Blanco de Tudela (0,9 kg m?) y Violeta de Provenza (1,0 kg m-
2). Si bien no se pueden comparar distinto nimero de aplicaciones de AGs, se puede evaluar
la respuesta de los genotipos hibridos y los cultivares FCA, respecto al nivel de rendimiento
en las condiciones locales, para épocas similares a las ensayadas en Espafia. El

rendimiento de los genotipos estuvieron acordes con los logrados en el mencionado estudio.

Por otro lado, los tratamientos no tuvieron impacto en el rendimiento de PE y las
diferencias encontradas fueron entre genotipos. Analizando los cultivares, GA presento los
mayores valores (2,4 Kg m?2) y entre los hibridos, MA en sus dos formas de multiplicacion,
llegaron a un promedio 1,8 Kg m?. El rendimiento de la biomasa restante luego de la

cosecha, en muchos casos puede estar relacionado al tamafio que la planta alcanzé durante
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su desarrollo y aunque no fue medido, se observé durante el cultivo, el mayor volumen y
robustez de GA y MA. En la investigacion citada anteriormente de Baixauli et al. (2020) se
midié la altura de las plantas, diferenciandose Madrigal que llegé a 1,6 m, respecto de Opal
con 1,3 my de los cultivares que solamente midieron 1,0 m. A su vez, Peil y Galvez (2005)
mencionaron que el rendimiento de un cultivo viene dado por la capacidad de acumular
biomasa fresca y seca, en los drganos que se cosechan y un incremento proporcional de la

misma, garantiza un aumento incremento del rendimiento.

Un componente importante del rendimiento en alcaucil, es el peso medio del capitulo
primario. El genotipo influyé en el mismo, por ejemplo GA fue un 77% mayor y GU un 70%,
respecto a FRA y los tratamientos también tuvieron incidencia, presentando mayor peso con
To y T1, comparados con el resto, disminuyendo en promedio mas del 10%. En el grupo de
los hibridos, los tratamientos de AGs; tuvieron efecto diferente en cada uno. El mayor peso
medio de capitulo primario se midi6 en MAHI con Ty, diferenciandose de MAHI T: a Ts
(disminucién del 20%), MAS Tz y OPS con T2 y a su vez del resto de combinaciones. A su
vez se observé que en OHI el peso fresco del primer capitulo no fue afectado por los
tratamientos y que en MAS con Tz y OPS con Tz, se observé un aumento del 19% y 24%
respectivamente, dentro de cada genotipo. Salvando las diferencias en los experimentos,
Mauromicale e lerna (2000), en Siracusa y Catania, Italia, evaluaron el hibrido Orlando F1,
con dos y tres aplicaciones de AGs (60ppm) y observaron disminucién del peso en los
capitulos primarios en ambas localidades. Con tres aplicaciones la disminucion fue del 45%
y 32% respectivamente. En Catania también se evalu6 al cultivar Violeta de Sicilia y no se
observé disminucién del peso con las aplicaciones de AGs. Es importante destacar que en
los experimentos de la tesis se alcanzé un promedio de 363 g para el peso medio de GA 'y
380 g en MAHI, mientras que, en los trabajos citados del sur de ltalia, el genotipo de
multiplicacién vegetativa no superaba 150 g y el hibrido 230 g de peso medio del capitulo

primario.

Analizando el efecto de los genotipos y tratamientos en las dos variables citadas
anteriormente, para relacionarlas con la proporcion de peso seco en las diferentes partes
comestibles, observamos que no siempre a un mayor rendimiento en fresco, le correspondio
un mayor peso seco. En general GA, GU y MAHI, que presentaron mayor rendimiento fresco
y peso medio del capitulo entero, fueron superados en el peso seco del F por FRA y OPHI.
Por otro lado, los tratamientos interaccionaron con los genotipos en las Bl y ocurrié un

comportamiento similar, por ejemplo MAS con To, que presento valores bajos de peso medio
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fresco del capitulo y de BI, llegd a los valores superiores de peso seco en ese estrato de
bracteas (12,6%), diferenciado de todo el resto de combinaciones, las cuales llegaron a
8,1% en OPHI To. La distribucion de materia seca entre los diferentes érganos de la planta
tiene un papel fundamental en la produccién de un cultivo ya que los asimilados producidos
por la fotosintesis en los 6rganos de origen (principalmente las hojas), pueden ser
almacenados o distribuidos via floema entre los diferentes 6rganos de destino (Peil y
Gaélvez, 2005). La mayor acumulacion de materia seca se presenta en el follaje,
aproximadamente el 65,0% del total de la planta ya que es el responsable de consolidar
nutricionalmente a la misma y un 13,0% corresponderia a los capitulos (Gutiérrez, 2011).
Los experimentos de la tesis se plantearon dando prioridad a la produccion de capitulos,
pero también como un cultivo de doble propdsito, los valores de peso seco de H y PE son de
importancia para el manejo de los subproductos. La aplicacion de T, y Ts permitié obtener
los mayores valores de peso seco en las H, tanto en los cultivares FRA y GU (17,4% a
15,9%), como en los hibridos MAHI, MAS y OPHI, en un rango de 20,1 a 18,2%. Respecto a
la PE se diferenciaron los genotipos, alcanzando 18,6% en GU y 17,9% en FRA. En los
hibridos aplicando T.y T3, se observaron los mayores valores de peso seco (22,0 y 20,7%).

Los genotipos influyeron en el namero de alcauciles producidos por planta,
destacandose GA con 12% mas que GU y MAHI con valores superiores en un 23% respecto
a MAS y 32% respecto al genotipo OP. Los tratamientos de AGs no tuvieron incidencia en
los cultivares, en cambio en los hibridos la aplicacién de T3 superé al resto, diferencia mas
notoria en MA. Es decir que con T3 el numero de alcauciles por planta fue 30% superior
respecto a los demas tratamientos en MAHI; un 18% en MAS y solamente un 4% en el
genotipo OP en sus dos formas de multiplicacién. El nimero de capitulos y el peso medio de
los mismos, son las variables que mas influyen en el rendimiento, por ejemplo en los
hibridos los mayores valores del mismo se observaron en MAHI con To por un mayor peso
medio del capitulo primario y con Ts dado por un mayor nimero de capitulos por planta. En
cambio, en MAS se obtuvo mayor rendimiento con T3z por la influencia de ambos factores de

produccion.

Los genotipos también se diferenciaron en su precocidad, siendo FRA y GA mas
precoces que GU. A su vez se diferenciaron los tratamientos, presentando menor cantidad
de dias desde la primera aplicacion de AGs y la cosecha del primario con Ts. La disminucién
de ese tiempo con Ts fue del 10% en FRA, 6% en GU y 4% en GA. En los hibridos los

tratamientos actuaron de forma diferencial sobre los genotipos. El genotipo mas precoz fue
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OPS cuando se lo traté con T, — T3, con un promedio de 56 dias. El mas tardio fue MAS con
la aplicacion de Ty a T2, mostrando una media de 88 dias a la cosecha del capitulo primario,
es decir que con T3 se logré disminuir ese tiempo en un 4%. Las condiciones climéticas en
las cuales se desarrollé el cultivo 2016, quizas no permitieron lograr mayor precocidad,
sumado al retraso en la aplicacion de los tratamientos. Durante el periodo invernal se
registraron mayor numero de heladas y temperaturas mas bajas durante junio y julio,
comparadas con afos anteriores. De esta manera el crecimiento pudo haber sido menor y
por otro lado la induccion a floracion se pudo haber dado naturalmente en los testigos,
notandose en menor medida el efecto del AGs. Baixauli Soria et al. (2014), citan que con el
acido giberélico se consigue, en algunos cultivares, una induccién floral como si se hubieran
sometido las plantas a un periodo de bajas temperaturas y en otros cultivares se produce
solamente una mayor rapidez en el alargamiento del escapo, una vez se ha producido la
induccién floral, por las condiciones ambientales. Al mismo tiempo Giner Martorel y Baixauli
Soria (2015) sugieren que la dosis de AG3 debe ajustarse a cada genotipo, ya que no todos

responden adecuadamente a las mismas concentraciones.

A modo de sintesis de todos los resultados obtenidos bajo las mismas condiciones
y tratamientos, resulta interesante remarcar la rigueza de la variedad genotipica y la
diferente respuesta ante la aplicacién de AGs, permitiendo a los sistemas horticolas, tener
mayor versatilidad. Es asi como el cultivar FRA se destac6 por su mayor contenido de AC
en F y BI, MIRC en BI; menor contenido de fibra en las mismas; mayor RAD del capitulo;
RAA de BM; peso seco del F y mayor precocidad. A su vez GA, presenté mayor contenido
de APIG en BI, mayor ancho y alto del F, rendimiento de PE, peso medio del capitulo,
namero de capitulos por planta y precocidad. El genotipo GU se destacod por el mayor
contenido de AC en el F y H, mayor RAD, alto del F, peso medio del capitulo primario, peso
fresco y seco de Bl y mayor peso seco de PE. Por otro lado, dentro de los hibridos MAHI
presentdé mayor contenido de APIG y menor de fibra en las Bl; mayor alto y ancho del F,
rendimiento fresco de PE; peso fresco de Bl - BM; mayor peso seco de Hy PE y nUmero de
capitulos por planta. Cuando se lo multiplicé por semilla se observé menor contenido de
fibra en Bl y F; mayor RAD del capitulo, ancho del F, rendimiento fresco de PE y mayor peso
seco de H. El genotipo OPHI se destaco por su mayor contenido de MIRC en Bl y F, mayor
RAD del capitulo, peso seco del F y menor contenido de fibra insoluble. En OPS, se observo

mayor peso seco de la PE y mayor precocidad.
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Analizando los tratamientos con AGs, se pudo evaluar que una sola aplicacion por
planta aumenté el peso seco de Bl en FRA; incrementé el contenido de AC y DCQ en H de
MAMHI; el contenido de AC en Bl en OPHI y CIN en OPS. Con dos aplicaciones de AG; por
planta, se observé un mayor peso seco en H de FRA y GU; mayor contenido de CIN en Bl y
peso fresco de BE en MAHI; valores superiores de AC en B, fibra en PE, peso secode Hy
PE en OPHI y peso del capitulo en OPS. Realizando tres aplicaciones de AGs, se alcanzé
mayor nimero de capitulos por planta y precocidad en todos los hibridos. A su vez, mayor
ancho de F y peso seco de H y Bl en FRA; mayor peso seco en H de GU; valores superiores
de CIN en BI, fibra en PE, rendimiento de capitulos y peso fresco de BE en MAHI; mayor
contenido de APIG en F, rendimiento fresco de capitulos, peso medio de los mismos y peso
fresco de BM en MAS; mayor contenido de fibra, peso seco de Hy PE en OPHI y por ultimo
mayor ancho del F en OPS. Todos los tratamientos con AGs, provocaron menor
pardeamiento del F en GU, mayor peso fresco de BE en GA y mayor precocidad en todos
los cultivares. En cambio, el testigo sin aplicaciones de AGs, tuvo mayor pardeamiento y
ancho del F en GU; peso fresco superior de Bl - BM en GA; mayor peso medio del capitulo
en MAHI; peso seco de Bl en MAS y el ancho del F y rendimiento de capitulos en OPHI.

Para dar respuesta al segundo objetivo del presente capitulo se evalud el
comportamiento de los hijuelos del hibrido Madrigal F1 (MAHI 16), extraidos de plantas
madres multiplicadas por semilla el afio anterior (MAS 15), practica difundida en los
sistemas productivos, debido al alto costo de las semillas hibridas. Los resultados fueron
interesantes en las condiciones de los experimentos, ya que algunas de las variables mas
relevantes se mantuvieron estables en el cultivo de MAHI 16 y otras mejoraron, como el
pardeamiento, ancho del F y contenido de fibra en Bl y F, respecto a MAS 15. Asi mismo, se
puede generalizar que la aplicacion de T2 y T3, promovieron el contenido de AC en las BI, el
namero de capitulos por planta y disminuyeron el porcentaje de fibra en las Bl y el F, tanto
en MAS 15 como en MAHI 16. También contribuye a un manejo mas especifico, el
conocimiento de las interacciones entre el material vegetal y los tratamientos. Por ejemplo,
si se plantea un cultivo de doble propodsito, se determin6é que aplicando T, en MAS 15 se
obtuvo mayor contenido de AC en el F (p<0,01) y con T; en MAHI 16, mayor AC y DCQ en
las H. Y en cuanto al objetivo del rendimiento de capitulos, éste fue superior con T, - T3 en
MAS 15y con To — Tz en MAH 2016. Y por ultimo todo el material vegetal de MAHI 16 fue
mas precoz que su planta madre 2015, respuesta muy dependiente de las temperaturas de
cada afo. En referencia a este comportamiento, Giner Martorel y Baixauli Soria (2015), en

Espafia, han podido verificar una gran variabilidad entre campafas respecto al adelanto de
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la produccién con la aplicacién de AG; comparado con un testigo sin tratamiento. Esto se
debe a numerosos factores entre los que se destacan los ambientales, especialmente la
temperatura y el efecto vernalizante que pueda efectuar en los diferentes genotipos. Esto
nos da una idea de lo complejo que resulta elaborar un calendario de produccion en el
cultivo de alcaucil, por lo tanto, sera necesario la utilizacion de varios genotipos de diferente

precocidad y paralelamente aplicar AGs al menos en una parte del cultivo.

Resultd muy interesante también evaluar en dos afios consecutivos, la forma de
multiplicacién por semilla, la cual esta siendo adoptada en los sistemas productivos. El
efecto del afio de cultivo se expresd solamente en cuatro variables, presentando MAS 15
mayor contenido de AC en las H, fibra y peso seco en el F y nimero de capitulos por planta.
Esas diferencias podrian estar dadas por las condiciones climaticas y porque el ciclo del
cultivo 2015 fue mas extenso al realizar el trasplante en la primavera anterior, a diferencia
del 2016 que fue en otofio. Los tratamientos tuvieron diferente efecto segun los afios de
cultivo en una mayor cantidad de variables. Aplicando T, y T3, las Bl contenian mas AC y se
obtuvo mayor nimero de capitulos por unidad de superficie en MAS 15. Con T3 en MAS 16,
se observé el menor pardeamiento del F y mayor peso medio del capitulo primario. En el
cultivo 2016 se obtuvo mayor precocidad, pero los tratamientos no se diferenciaron entre si

y en el 2015 el T; fue el més precoz.

Finalmente, al evaluar el comportamiento de las dos formas de multiplicacion del
hibrido Madrigal F1 cultivados en 2016, se observé que sélo tuvo influencia en tres variables
y a favor de los hijuelos. En MAHI el contenido de fibra en el F fue menor y se observé
mayor ancho de F y nimero de capitulos por planta. A su vez, con aplicaciéon de T3 las
plantas presentaron mayor nimero de capitulos, en ambas formas de multiplicacién. Aqui se
observan también varias interacciones, que conviene analizar en funcion del destino de los
capitulos, por ejemplo, con la aplicacién de Ts en MAHI se observé mayor contenido de AC
en las Bl y con T; mayor AC - DCQ en las H. A su vez, con T1 y To en MAHI el capitulo
primario fue mas pesado y aplicando Ts;, se logr6 mayor precocidad. Con todos los
tratamientos en MAHI y con T3 en MAS, se logré el mayor rendimiento de capitulos. Por

altimo, T1 — To en MAS, se parded menos el F del capitulo.
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CONCLUSIONES

. En las condiciones en las cuales se desarrollaron los experimentos durante el afio
2016, los genotipos se diferenciaron entre si segun la variable analizada y la parte de la
planta evaluada. Este conocimiento permite destacar de cada uno sus propiedades
nutricionales, calidad comercial y productiva, como asi también valorizar su biomasa en

cultivos de doble proposito.

En los cultivares las mayores diferencias en el contenido de compuestos
cafeoilquinicos estan dadas por la influencia del genotipo y en los hibridos, el nimero de
aplicaciones de acido giberélico al cultivo, tuvo incidencia diferente en cada uno. Los
genotipos se diferenciaron en el contenido de algunos flavonoides tanto en cultivares como

en hibridos.

Realizando dos y tres aplicaciones de AGs;, se impactd positivamente en la
mayoria de las variables productivas en cultivares e hibridos y con una aplicacion se mejor6

el contenido de compuestos cafeoilquinicos en los hibridos.

. Los hijuelos del hibrido Madrigal F1 cultivados en 2016, extraidos de plantas
multiplicadas por semilla el afio anterior, conservaron estables algunas de las variables méas

relevantes y otras mejoraron.

. La forma de multiplicacion por semilla en Madrigal F1, evaluada en dos afios
consecutivos, también se presentdé estable y las diferencias estarian dadas por las

condiciones del afio y el ciclo del cultivo.

. En las dos formas de multiplicacién del hibrido Madrigal F1 cultivados en 2016, se
observaron numerosas interacciones con los tratamientos de AGs; aplicados, sobre todo en
variables quimicas y productivas, las cuales conviene analizar en funcion del destino de los

capitulos.
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Capitulo IV

INFLUENCIA DE LOS GENOTIPOS Y MANEJOS DE CULTIVO EN ALCAUCIL,
SOBRE LA ACTIVIDAD QUIMICA Y BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, la planta de alcaucil (Cynara cardunculus var. scolymus L.)
juega un papel importante como planta alimenticia y medicinal (Gebhardt, 2002; Pandino, et
al., 2013). En la ultima década, la demanda mundial de verduras frescas ha aumentado
como resultado de la evidencia médica que vincula el consumo regular de estos alimentos

con una disminucioén en el desarrollo de enfermedades cronicas y degenerativas (Liu, 2003).

El contenido de compuestos quimicos en los cultivares e hibridos estudiados, puede
variar segun el genotipo, como fuera también descripto por otros grupos de investigacion
(Lombardo et al., 2010; Lombardo et al., 2012), parte utilizada de la planta, condiciones de
cultivo (Garcia et al., 2016 a y b; Martinez Espla et al., 2017), factores agrondmicos y etapa
de crecimiento foliar (Lombardo et al., 2018). La diversidad genética en este cultivo es
enorme y las principales diferencias estan relacionadas con el origen de los cultivares
(Pagnotta et al., 2017). A pesar de la extensa investigacion realizada sobre la composicion
quimica del alcaucil, es muy dindmico su estudio por la diversidad de metodologias y
tecnologias empleadas, los cambios genotipicos, las nuevas realidades productivas, las
tecnologias aplicadas a alimentos y las tendencias en el consumo. Es asi que se han
caracterizado 61 compuestos fendlicos en alcaucil, de los cuales 34 compuestos (isémeros)
fueron informados por Abu Reidah et. al. (2013). EI mayor conocimiento de la composicién
quimica del alcaucil contribuye a comprender el efecto que tienen sus compuestos

bioactivos en la salud y bienestar del ser humano.

Los productos naturales son una de las fuentes mas importantes en el desarrollo de
nuevos farmacos y se han utilizado para prevenir diferentes enfermedades, entre ellas el
cancer (Newman y Cragg, 2016). El término quimioprevencién por productos naturales se
introdujo a fines de la década de 1970 refiriéndose a la prevencion del cancer mediante el
uso selectivo de fitoquimicos o sus analogos (Mehta et al., 2010). Ha sido demostrado que
ciertos agentes naturales pueden prevenir y revertir el proceso carcinogénico de manera
pleiotropica (Guilford y Pezzuto, 2008). El cancer es uno de los principales problemas de
salud humana y representa la segunda causa de muerte a nivel mundial después de las
enfermedades cardiovasculares (OMS, 2018). El uso de compuestos dietéticos naturales
constituye una estrategia prometedora que esta siendo ampliamente estudiada para prevenir
la formacién y progresion del cancer (Tan et al., 2011). Dado que el estrés oxidativo, la
inflamacién y la evasién de la apoptosis son importantes mecanismos biolégicos de

carcinogénesis, las actividades antioxidantes, antiinflamatorias y proapoptoticas representan
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propiedades importantes para la prevencién, supresion o reversion del desarrollo de la

carcinogénesis.

Se ha demostrado que el alcaucil puede prevenir enfermedades crénicas y
degenerativas (Agarwal y Mukhtar, 1996; Mileo et al., 2012; Pulito et al., 2015; Gonzalez
Sarrias et al., 2017). Sus propiedades preventivas estarian relacionadas con la capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos presentes en la planta (Cecarelli et al, 2010;
Pandino et al, 2012; Pereira et al, 2013). Por otro lado, se han informado estudios in vitro e
in vivo que muestran la actividad de los extractos de hojas de alcaucil en ensayos
anticancerigenos. Por ejemplo, cuando se trataron lineas celulares mesoteliales malignas
con concentraciones crecientes de extracto de hoja de alcaucil (3-200 pg mL?) durante 72
horas, las células mostraron tanto un crecimiento reducido como apoptosis incrementada de
una manera dosis dependiente. Asimismo, a concentraciones de 6-12 ug mL™?, el extracto de
hoja de alcaucil inhibié significativamente la migracién celular en un 50% (Pulito et al., 2015).
Estudios recientes de Noriega Rodriguez et al. (2020), permitieron la obtencion de un
extracto innovador con alto contenido en compuestos bioactivos como antioxidantes
fendlicos e inulina a partir de residuos agroindustriales de alcaucil, con un efecto
antiproliferativo significativo en el colon (Caco-2) y células cancerosas de mama (MCF-7), lo
que aumenta sus posibles beneficios para la salud humana. Sin embargo, existe escasa
investigacion en bracteas comestibles de alcaucil relacionadas con la quimioprevencién del
cancer (Miccadei et al., 2008; Mileo et al., 2012) y curiosamente, los cultivares argentinos

nunca fueron estudiados en este aspecto.

Por su parte los interferones (IFNs) son moléculas centrales del sistema inmune.
Estos presentan un comportamiento dual desde el punto de vista biolégico, ya que, si bien
son ampliamente utilizados como bioterapéuticos para el tratamiento de enfermedades
virales cronicas y distintos tipos de cancer, entre otras, en ciertas patologias autoinmunes,
como el Lupus, son producidos de manera exacerbada, principalmente los IFNI-a. En
consecuencia, encontrar compuestos naturales que modulen negativamente la accion del
IFNI-a dtiles para controlar diferentes enfermedades autoinmunes, donde la citoquina es
responsable del desarrollo y mantenimiento de los procesos inflamatorios, es un desafio que
esta atrayendo gran atencion en el campo del descubrimiento de farmacos. El IFNI-a fue
estudiado por Paluka et al.,, (2010) en enfermedades autoinmunes como el Lupus,
resultando un blanco interesante en la busqueda de nuevas aplicaciones terapéuticas para

el alcaucil.
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OBJETIVO

Estudiar la actividad quimica y biologica de extractos de diferentes partes del

alcaucil, de distintos genotipos y manejos de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

1. Ensayo de 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Este es un ensayo autografico quimico, sencillo y versatil, que permite detectar las
propiedades antioxidantes de extractos utilizando como revelador al compuesto 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH), el cual es capturado por los componentes del extracto que sean
captadores de radicales libres. EI DPPH es un radical libre de color violeta que, al ser
reducido por un compuesto capaz de donar atomos de hidrogeno se vuelve amarillo
(Pyrzynska y Pekala, 2013). Los extractos naturales son mezclas complejas de compuestos
gquimicos y esta metodologia permitira estudiar la actividad de los mismos frente a entidades

quimicas blanco dando informacion sobre sus componentes.

Se seleccionaron los extractos de hojas y bracteas de cultivares Gauchito FCA (GA),
Guri FCA (GU) y Oro verde FCA (OV), con el manejo de cultivo Ti, del cultivo 2013
(Fertilizacién; descripto en Materiales y métodos, secciéon 3 del capitulo 1). El analisis
guimico se realizé en el Instituto de Investigaciones para el Descubrimiento de Farmacos de
Rosario (IIDEFAR-UNR-CONICET), Argentina, en colaboracion con el Dr. Pablo Santa Cruz.

A los extractos nombrados anteriormente se aplicé el ensayo de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) en cromatografia de capa delgada (CCD), siguiendo la metodologia
descripta por Cuendet et.al. (1997). Se sembraron manualmente 100 ug de extracto crudo
en placas de silica gel 60 F254 (Merck Chemicals Inc.), ademas de las sustancias testigo
acido clorogénico (AC) y rutina (Rut) en una placa duplicado (Figura 125). Las muestras se
siembran cuidadosamente con un capilar sobre una linea base y se deja evaporar el
solvente. Ambas placas de CCD se desarrollaron con el sistema de solventes acetato de

etilo:acido acético glacial:acido férmico:H.O (100:11:11:26). La fase estacionaria es la capa
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adsorbente de silica-gel y el desarrollo de la placa se produce cuando la fase movil
desadsorbe a los compuestos que van quedando retenidos por su afinidad a la fase
estacionaria segun su polaridad. La imagen de cromatograma por CCD se capturé bajo luz
blanca, UV2ss y UVses. Luego, para revelar las placas, se pulverizaron hasta saturacién con
soluciéon de DPPH (0,40 mg ml! en etanol, EtOH). Se colocaron bajo una corriente de aire
para eliminar el etanol y evitar la desorcion de compuestos. La lectura del ensayo se realiz
después de 30 minutos. La capacidad antioxidante de los extractos se confirma cuando el

color purpura del DPPH cambia al amarillo.

Figura 125: siembra de extractos y testigos en placas de cromatografia en capa delgada,
para su posterior desarrollo, revelado y lectura.

Siguiendo con la investigacion, se seleccionaron extractos de F y Bl de capitulos
primarios y secundarios y H del genotipo Madrigal, cultivo 2015, cuyas plantas fueron
tratadas con To y Ts (Sin tratar y con tres aplicaciones de AGs; respectivamente; descriptos
en Materiales y métodos, seccion 3 del capitulo 1l). A su vez del cultivo 2016 se evaluaron
extractos de F y Bl de los genotipos GA, GU MAHI, MAS y OPHI, cuyas plantas fueron
tratadas con To y T3 (Sin tratar y con tres aplicaciones de AGs respectivamente; descriptos
en Materiales y métodos, seccion 3 del Capitulo Ill). Las determinaciones se realizaron en
los laboratorios de investigacion de la Planta Piloto de Produccion de Medicamentos de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la UNR, siguiendo la metodologia de
Cuendet et al. (1997).
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En estos experimentos se utilizé una serie de equipos que van realizando automética
y precisamente todos los pasos. La siembra de los extractos con 20 calles por placa, se
realizé con un equipo CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (Figura 126 A). Para cada extracto
de cada parte de la planta con los dos tratamientos de AG; aplicados, se sembraron 8 pL de
dos repeticiones diferentes. La sustancia patrén se sembrd en cuatro calles, cada una en
concentracidn creciente respecto a la anterior. El desarrollo de la placa cromatogréfica se
realizé en el equipo CAMAG ADC2 (Automatic Developing Chamber) con el sistema de
solventes acetato de etilo:acido acético glacial:acido formico:H.O (100:11:11:26), (Figura
126 B).

Figura 126: siembra de extractos y testigos en placas de cromatografia en capa delgada en
un equipo CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (A) y desarrollo de las placas en equipo
CAMAG ADC2 Automatic Developing Chamber (B).

La imagen del cromatograma de CCD se capturd bajo luz blanca, UVass y UVses
mediante un equipo CAMAG TLC Visualizer (Figura 127 A). Antes del revelado con DPPH,
se realiz0 el escaneo del cromatograma con un equipo CAMAG-UV Scanner (Figura 127 B),

a fin de realizar la cuantificacion del &cido clorogénico presente en los extractos.
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Figura 127: CAMAG TLC Visualizer (A) y CAMAG-UV Scanner (B).

Para el revelado con DPPH se prepard, inmediatamente antes de su uso, una
solucion etandlica de DPPH (0,4 mg ml?), (Figura 128 A) y se rociaron los cromatogramas
de CCD hasta saturarlos con la solucién de DPPH (Figura 128 B). Se colocaron bajo una
corriente de aire suave bajo campana de extraccion de solventes y vapores, para lograr la

evaporacion del etanol y evitar la desorcion de compuestos. La capacidad antioxidante de

los extractos se confirma cuando el color purpura del DPPH cambia al amarillo (Figura 128
C).

Figura 128: preparacion de la solucion de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) en etanol (A);
rociado (B) y cromatograma revelado luego de la aplicacion del DPPH(C).

Con el software del equipo CAMAG, se logran obtener las imagenes de los
cromatogramas de cada una de las muestras sembradas por calle (Figura 129 A), ademas
de escanear la placa entera con el desarrollo cromatogréfico de las 20 calles bajo cada
longitud de onda mencionada anteriormente (Figura 129 B).
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1 0.315 0.0352 0.398 0.4683 28.84 0.427 0.1385 0.02343 24.13 No Acido clorogenico
2 0.427 0.1385 0.448 0.2116 13.03 0.521 0.0358 0.01227 12.63 No
3 0.523 0.0354 0.579 0.0923 5.68 0.660 0.0308 0.00808 8.32 No
4 0.660 0.0308 0.760 0.6143 37.83 0.823 0.0205 0.04057 41.77 No Dicafeilquinico
5 0.847 0.0162 0.948 0.2374 14.62 1.000 0.0000 0.01278 13.16 No
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Figura 129: cromatograma de una muestra (una calle) de extracto de bractea interna (A);

cromatograma de un conjunto de muestras capturado bajo luz UVses (B).

La relacion de la distancia desde el punto de siembra hasta cada halo definido
respecto de la distancia total recorrida por el sistema de solventes (o fase movil), se conoce
como factor de retencién (Rf) y es un parametro que se calcula para cada halo o compuesto
en el cromatograma; este pardmetro junto con el tiempo de retencion (Rt) en el
cromatograma de absorcion de luz UV y la concordancia con el Rf de los halos de las

sustancias testigos y el Rt de los mismos, permiten en conjunto construir una curva de
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calibracién a partir de la cual puede establecerse, al cumplirse la ley de Lambert-Beer, la
cuantificacion de los compuestos para los que se cuenta con la sustancia testigo y

establecer la concentracion de los mismos en cada extracto.

Por otro lado, el tamafio y la intensidad del color de los halos en los que se produce
cambio de color al revelar con DPPH, permitira evaluar cualitativamente el poder
antioxidante de los compuestos en el extracto. La metodologia de CCD revelando con DPPH
constituye un ensayo cualitativo que permite visualizar facilimente las zonas donde los
compuestos aparecen mostrando su mayor o menor capacidad de captar radicales de
DPPH.

En los extractos de Bl y F del cultivo 2016, se pudo realizar la cuantificacién de &acido
clorogénico (AC) presente en diferentes muestras a partir de la curva de calibracion
generada con diferentes concentraciones de la sustancia pura, la cual se correlacion6 con
las concentraciones de AC obtenidas en los extractos. Esto es posible de realizar cuando la
concentracion medida en cada extracto coincide con los puntos de la curva de calibraciéon
gque muestran una relacion lineal entre absorbancia y concentracion. El contenido de AC de

las muestras se expresara en mg Kg* de material fresco.

2. Ensayo de cultivo y proliferacion de células tumorales

Para la determinacion de la actividad biol6gica de los extractos de alcaucil, se
seleccionaron aquellos correspondientes a las hojas y bracteas de GA y GU con T, del
cultivo 2013 (Fertilizacién, descriptos en Materiales y Métodos, seccion 3 del Capitulo I). Se
llevaron a cabo ensayos biolégicos en colaboracién con el grupo del Dr. Javier Girardini y la
Dra. Marianela Masin, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR, UNR-
CONICET).

Se utilizaron células SH-SY5Y (neuroblastoma humano, ATCC CRL-2266) como
modelo para la evaluacion del efecto de extractos en células cancerigenas y células WISH
(células de amnios humanos ATCC CCL-25) como modelo de células normales. Las células
se cultivaron en una mezcla de medio DMEM / Ham's F12 1:1 o MEM (Gibco),
respectivamente, suplementado con SFB 10% (v / v), glutamina 2 mM a 37°C en

humidificacion de la atmésfera, 95% aire y 5% CO,. La proliferacion celular se evalu6
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mediante el ensayo MTS utilizando un kit cromogénico (CellTiter 96TM AQueous
NonRadioactive Cell Proliferation Assay, Promega) después de 72 h de tratamiento con
diferentes diluciones de extracto: D100 (dilucién de extracto en metanol, MetOH), (1:100; 40
ug mL1); D300 (1:300; 13,3 pg mL1) y D500 (1:500; 8 pg mL?). También se evaluaron las
soluciones de los estandares analiticos 1-4 (2 ug mL™?), es decir las sustancias puras de los
fenoles AC, DCQ (dicafeoilquinico) y los flavonoides luteonina y apigenina, importantes en la
composicion quimica del alcaucil. El solvente MetOH, se usé como control negativo en
ambas lineas celulares y la doxorrubicina se usé como control positivo (compuesto
antiproliferativo conocido) en la linea celular ATCC CCL-25. Las microplacas se leyeron a
492 y 690 nm y la intensidad de la sefial se inform6 como la media de la absorbancia
medida en tres pocillos.

Los ensayos in vitro basados en células, se analizaron estadisticamente con un
ANAVA, seguida de la prueba de Bonferroni con GraphPad Prism para Windows, version 6
(GraphPad Software Inc.).

3. Ensayo de activacion del interferon alfa humano recombinante (rhlFN-a)

utilizando un ensayo gen reportero (EGR) basado en células WISH:

Aquellos extractos que arrojaron resultados interesantes en los experimentos de
capacidad antioxidante y de proliferacion celular fueron seleccionados, y analizados con otro
ensayo biolégico en el Laboratorio de Cultivos Celulares, Centro Biotecnol6gico del Litoral,
Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral. Los

experimentos se realizaron en colaboracion con las Dras. Marianela Masin y Milagros Birgi.

Los extractos se analizaron empleando un ensayo de gen reportero (EGR) basado
en células, desarrollado previamente en dicho laboratorio (Birgi et al., 2012: Blrgi et al.,
2016), con el fin de evaluar si los extractos seleccionados podrian tener algin efecto
modulador sobre la actividad del IFN-a. En este EGR, la expresion de la proteina reportera
verde fluorescente (EGFP) es dirigida por el promotor Mx2. Los genes Mx2 son activados
especificamente por interferones tipo | (IFNs-I), en varios tipos celulares. La linea WISH-
Mx2/EGFP expresa los receptores especificos para IFNs-I en su superficie celular. Luego de
la incubacién con IFN-I, el promotor Mx2 es activado y consecuentemente la proteina

reportera expresada. De esta manera, el porcentaje de células expresando EGFP,
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cuantificado por citometria de flujo, es directamente proporcional a la potencia de los IFNs-I
(Figura 130).
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Figura 130: esquema del proceso de activacion del interferon alfa humano recombinante

,&,ﬁi{

(rhIFN-() utilizando un ensayo gen reportero (EGR).
(Figura de Masin, M.; Laboratorio de Cultivos Celulares, FBCB, UNL).

Las células reporteras WISH-Mx2/EGFP se sembraron en placas de 96 pocillos (2,0
x 104 células pocillo) y se incubaron durante 24 h a 37°C con 5% de CO,. Se descartaron
los sobrenadantes y se afiadid interferon alfa humano recombinante (rhlIFN-a) en una
concentracion 60 Ul mL? en medio esencial minimo (MEM) suplementado con SFB 2%,
concentracién necesaria para desarrollar el 50% de la respuesta EGFP. Al mismo tiempo, se
afadieron diluciones 1:100 de extractos (40 pg mL™?) o acido clorogénico (AC, solucién
metandlica, 2 ug mL?) a las células. Esta dilucion fue previamente evaluada en cuanto a su
toxicidad empleando la misma linea celular. Ninguno de los extractos analizados resultaron
toéxicos para las células a las diluciones ensayadas. El control negativo corresponde a
células sin IFN-a. El resto de los controles incluyen IFN-a. Cuando sélo se incluye IFN-a
corresponde al control positivo (Burgii et al., 2020); células tratadas con solvente MetOH
(control del solvente extractor) y células tratadas con AC (control AC). Todas las células se
incubaron durante 24 h a 37°C con 5% de CO; (Figura 131 A). Las células se tripsinizaron,
se resuspendieron cuidadosamente en 0,20 mL de solucién buffer fosfato (Figura 131 B) y
posteriormente se procesaron mediante citometria de flujo. Las muestras y los controles se

analizaron por triplicado, en tres experimentos independientes.
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Figura 131: incubaciéon de las células tratadas (A); suspension de las células previo a la
cuantificacién (B).

El porcentaje de células EGFP positivas se cuantific6 mediante citémetro de flujo
Guava® EasyCyteTM (Guava Technology, EEUU) (Figura 132 A). Las adquisiciones de
datos se realizaron con el software Guava CytoSoftTM 3.6.1 (Figura 132 B). Los datos
obtenidos se analizaron con el software FlowJo version 7.6.5.

.easyCyte HT
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Figura 132: colocacién de muestras en el citbmetro (A); adquisicién y analisis de los datos

(B).
Los ensayos bioldgicos in vitro se analizaron estadisticamente utilizando un ANAVA

seguido de la prueba post test Dunnet, utilizando la herramienta GraphPad Prism para
Windows, version 6 (GraphPad Software Inc.).
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RESULTADOS

1. Ensayo para detectar compuestos que captan radicales libres (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo, DPPH)

En los cromatogramas de H y Bl de GA, GU y OV del cultivo 2013, se observaron
manchas amarillentas sobre el fondo purpura en la region media de la placa (Figura 133 A),
sugiriendo la presencia de captadores del radical DPPH. La deteccion de las manchas mas
polares coincide en Rf con los factores de retencidén caracteristicos de AC y Rutina (0,50 -
0,45), constituyentes fendlicos presentes en alcaucil (Figura 133 B). Estos compuestos
estarian implicados en las propiedades de captacion de radicales libres. A su vez, los halos
0 zonas amarillentas correspondientes al AC son de mayor tamafio y de mayor intensidad
en las Bl que en las H. Esto indicaria, cualitativamente, una mayor capacidad antioxidante
de los extractos de BI, es decir la parte comestible del capitulo. Si bien no se sembré la
sustancia patron de los acidos DCQ, por su Rf en el desarrollo de la placa y mediciones
previas por HPLC, las manchas amarillentas de mayor tamafio presentes en la parte
superior del cromatograma corresponderian al isémero acido 1,5-O-dicafeoilquinico (Figura
133 A).

TR A R LA RN R R S A AR A A AR A 0 R B A B B

GAH GUH OVH GABI GUBI OVBI GABI GAH AC Rut

Figura 133: Autografia de DPPH de extractos de hojas de Gauchito (GAH), Guri (GUH), Oro
Verde (OVH) y de bracteas internas de Gauchito (GABI), Guri (GUBI) y Oro Verde (OVBI)
(A). Cromatograma de extractos de bracteas internas de Gauchito (GABI) y de sus hojas
(GAHR), observadas bajo luz UV a 254 nm (B). Fase estacionaria Sigel GF254. Fase movil:

acetato de etilo:acido férmico:acético glacial:agua (100:11:11:26).
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En la Figura 134, se puede observar el cromatograma de los extractos de H, Bl y F
de capitulos primarios y secundarios del genotipo Madrigal F1, de plantas sin tratar To y
tratadas con T3 del cultivo 2015. En el extremo derecho de la placa se encuentran las cuatro
zonas amarillentas que corresponden al AC en cantidades crecientes (0,5 pg; 1 ug; 2 ug; 4
1g). Se puede observar que en los extractos correspondientes a los viales 5,11 y 15, no se
detectd ninglin cambio de color durante todo el desarrollo del cromatograma. En general, las
zonas amarillentas correspondientes al contenido de AC en la muestra son de mayor
tamafio en las H y Bl respecto a las del F. Por otro lado, las manchas amarillentas son de

menor tamafio en los F de capitulos secundarios, tratados con Tz y en una repeticion con To.

Los DCQ también presentaron manchas amarillentas mas grandes en los extractos
de Bl respecto a F, siendo en las H mucho mas pequefias y tenues. En las H se observaron
dos compuestos que presentan capacidad de captar radicales libres con Rfs anterior y
posterior al de AC, que corresponderian a compuestos flavonoides presentes en las mismas
(Figura 134). Cabe sefialar que los compuestos medidos en esta tesis son los metabolitos
secundarios mas abundantes en las diferentes partes de la planta de alcaucil, los cuales se

correlacionan con las zonas de mayor captacion de radicales libres.

12345 67 8/9 10 11 12/13 14 15 16/1718 19 20|21 22 23 24
T3 TO T3 T0 | T3 T0 T3 T0
Hojas Bracteas 1° Fondos 1° Bracteas 2°

Fondos 2° Ac. clorogénico

Figura 134: cromatograma de los extractos de H (MAH), Bl (MABI) y F (MAF) de capitulos
primarios (1°) y secundarios (2°), del genotipo Madrigal F1, cultivo 2015, de plantas tratadas
con T3 (tres aplicaciones de acido giberélico) y To (testigo sin aplicacién). Patrén: acido
clorogénico 0,5 ug (a); 1 ug (b); 2 ug (c); 4 pg (d). Fase estacionaria Sigel GF254. Fase
movil: acetato de etilo:acido formico:acético glacial:agua (100:11:11:26).

215



Con respecto a los ensayos autograficos de DPPH de Bl de los genotipos
seleccionados del cultivo 2016, se puede visualizar en la Figura 135, el cromatograma de los
extractos sembrados y del patron de AC. Las zonas amarillentas de mayor tamafio e
intensidad correspondieron al genotipo OP multiplicado por HI, tanto para sus manchas
correspondientes a AC como para las de DCQ. Las zonas de menor intensidad se
observaron en los extractos de GA y GU. En estos genotipos, es mas notoria la diferencia
entre Ts (mayor tamafio e intensidad de coloracion amarillenta) respecto a To y s mas tenue
en MAHI y OPHI. En una repeticion de MAS con el To, la zona amarillenta es mas grande
que con T3 (Figura 135).

12 3 4/ 5 67 89 10 11 12|13 141516 (1718 19 20 |21 22 23 24
T3 TO T3 T0 | T3 TO T3 T0 | T3 T0 la b c d
Gauchito Guri Madrigal H Madrigal S  Opal HI Ac. clorogénico

Figural35: cromatograma de los extractos de bracteas internas de los genotipos Gauchito,
Guri, Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelo (HI) o semilla (S), cultivo 2016, de plantas
tratadas con Ts (tres aplicaciones de acido giberélico) y To (testigo sin aplicacion). Patron:
acido clorogénico 0,25 pg (a); 0,5 pg (b); 1 ug (c); 2 pg (d). Fase estacionaria Sigel GF254.
Fase movil: acetato de etilo:acido férmico:acético glacial:agua (100:11:11:26).

Este andlisis cualitativo se complementé con los cromatogramas de HPTLC, donde
se ven representados los picos y areas correspondientes a los compuestos quimicos
presentes en cada extracto (Figura 136).
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Figura 136: imagen integrada tridimensional del cromatograma de los extractos de bracteas
internas de los genotipos Gauchito, Guri, Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelo (HI) o
semilla (S), cultivo 2016, de plantas tratadas con T3 (tres aplicaciones de acido giberélico) y
To (testigo sin aplicacion). Patrén: acido clorogénico 0,25 ug (a); 0,5 ug (b); 1 pug (c); 2 ug (d).
Fase estacionaria Sigel GF254. Fase moévil: acetato de etilo:acido formico:acético
glacial:agua (100:11:11:26).

De la misma manera se trabajo con los F, desarrollando el ensayo autografico de
DPPH y ademas, cromatogramas de absorcién UV a 330 nm sobre cada muestra sembrada
en la placa. En el ensayo de DPPH, las zonas amarillentas que muestran capacidad de
captar radicales libres resultaron casi imperceptibles en el genotipo GA. Todas las zonas de
los extractos restantes tienen en general menor intensidad que lo observado en Bl. El
genotipo OPHI se destaca por generar zonas de mayor intensidad de color respecto a los
demas genotipos, en las zonas correspondientes a los Rfs de AC y DCQ. Solamente una de
las repeticiones de GU y MAS con To,, muestra manchas que se podrian considerar de

mayor tamafo respecto a T (Figura 137).
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Figura 137: cromatograma de los extractos de fondos de los genotipos Gauchito, Guri,
Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelo (HI) o semilla (S), cultivo 2016, de plantas tratadas
con T3 (tres aplicaciones de acido giberélico) y To (testigo sin aplicacién). Patron: acido
clorogénico 0,5 ug (a); 1 ug (b); 2 ug (c); 4 ug (d). Fase estacionaria Sigel GF254. Fase
movil: acetato de etilo:acido férmico:acético glacial:agua (100:11:11:26).

En los cromatogramas de absorcion UV a 330 nm de los extractos de F desarrollados
sobre cada muestra desarrollada en la placa, se observan los picos y areas de los
compuestos cafeilquinicos detectados y encontrados en Bl (Figura 138).
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Figura 138: imagen integrada tridimensional del cromatograma de los extractos de fondos
de los genotipos Gauchito, Guri, Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelo (HI) o semilla (S),
cultivo 2016, de plantas tratadas con T3 (tres aplicaciones de &cido giberélico) y To (testigo
sin aplicacién). Patron: acido clorogénico 0,5 ug (a); 1 ug (b); 2 pg (c); 4 ug (d). Fase
estacionaria Sigel GF254. Fase movil: acetato de etilo:acido férmico:acético glacial:agua
(100:11:11:26).

A partir de estos resultados se pudo cuantificar el contenido de AC presente en los
extractos de F, extrapolados en la curva de calibracién construida con concentraciones
crecientes de AC patrén (0,0625 hasta 0,5 mg mL™?). En la Tabla 18 se presentan los valores

obtenidos para 13 muestras de F, expresados en mg kg de material freso
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Tabla 18: cuantificacion de &cido clorogénico en extractos de fondos de los genotipos
Gauchito, Guri, Madrigal y Opal, multiplicados por hijuelo (HI) o semilla (S), cultivo 2016, de
plantas tratadas con T3 (tres aplicaciones de acido giberélico) y TO (testigo sin aplicacion),

expresados en mg Kg*! de peso fresco de material.

. Fondos 2016
Genotipo T3 To
N° vial | mg kg” | N° vial | mg kg™
Gauchito
Guri 5 890 7 834
Guri 6 938 8 1908
Madrigal HI| 10 1079 11 1067
Madrigal S| 14 895 15 1779
Madrigal S 16 208
Opal HI 17 1359 19 1217
Opal HI 18 1721 20 1672

En el caso de las BI, solamente cinco muestras coincidieron con la curva de
calibracién, pero no fue posible realizar una cuantificacion de compuestos por existir picos
de otros compuestos al final del desarrollo del patron AC. Estos compuestos son producto

de transformacién de la propia sustancia pura de AC, como puede verse en la Figura 136).

A partir de estos resultados también se pueden asociar el tamafio e intensidad de las
zonas amarillentas reveladas con DPPH con el contenido de AC en cada extracto donde
éste se pudo cuantificar. El ensayo de DPPH por autografia permiti6 evaluar
cualitativamente a los diferentes genotipos y tratamientos, los cuales fueron estudiados por
primera vez en este trabajo. Resultaria muy interesante seguir investigando la capacidad
antioxidante de los diferentes extractos de alcaucil, mas alla de los ensayos realizados en

esta tesis.

2. Ensayo de cultivo celular y proliferacién de células tumorales

Los resultados in vitro sobre el efecto de los extractos en la proliferacion de células
tumorales cancerigenas, indicaron que, tanto los extractos de H del genotipo GA como de
GU, mostraron actividad antiproliferativa sobre las células de neuroblastoma aun con las
mayores diluciones (concentraciones de 13 a 8 pug mL?). En la Figura 139 A puede

observarse que los extractos de H de GA y GU redujeron significativamente el nimero de
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células de neuroblastoma respecto al control negativo (células con solvente, MetOH), a las

células tratadas con AC y a las tratadas con extractos de BI.

Por otro lado, en la Figura 139 B se puede observar que ni aun a la mayor
concentracion de extractos de H o Bl de GA y GU (D100, 40 pg ml?) hubo inhibicién de las
células normales, mientras que la DX reduce en un 20% la viabilidad de estas células a
D100; 0,2 pg ml?,
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Figura 139: (A) efecto de los extractos de hojas (H) y bractea interna (BI) de los genotipos
Gauchito (GA) y Guri (GU) sobre la viabilidad de las células tumorales SHSY5Y, durante 72
h. Control negativo metanol (MetOH). Extractos de H de GA 'y GU (D100 = 40 yg mL, D300
=13 ug mL?, D500 = 8 ug mL?), Bl de GA (D100 = 15 yg mL?, D300 = 5 ug mL?, D500 = 3
pg mL?), acido clorogénico (AC) (D100 = 10 ug mL*, D300 = 3.3 uyg mL*, D500 = 2 ug mL-
1). (B) Efecto de los extractos de GA y GU sobre la viabilidad de células de amnios humana
WISH durante 72 h. MeOH (control negativo). Extractos de H de GA y GU (D100 = 40 ug
mL?, D300 = 13 uyg mL?, D500 = 8 ug mL?), Bl de GA (D100 = 15 yg mL*, D300 = 5 ug mL-
1, D500 = 3 uyg mL1), acido clorogénico (AC, D100 = 10 yg mL™%, D300 = 3.3 ug mL*, D500 =
2 ug mL?), doxorrubicina (DX control positivo, D100= 0,2 ug mL*?; D300 = 0,1 yg mL y
D500 = 0.05 ug mL1). La media + DE esta representada para cada muestra. Los asteriscos
indican la existencia de una diferencia significativa entre los extractos y el control. (** p <0.01
y *** p <0.001).

Por otro lado, se evaluaron los compuestos puros AC, DCQ, luteolina y apigenina
(testigos) presentes en los extractos de H y Bl de GA y GU. Tomando como punto de partida

los extractos probados a la mayor dilucion (Figura 140 A) y evaluando los componentes
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antes mencionados en concentraciones superiores a las detectadas para los mismos en los
extractos, se observé que luteonina y apigenina también redujeron el nimero de células de
neuroblastoma (Figura 140 B), aunque en mucho menor medida que los extractos de H
(Figura 140 A).
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Figura 140: (A) efecto de extractos de bractea interna y hoja de Gauchito (GABI, GAH) y de
hoja de Guri (GUH), respecto al &cido clorogénico (AC) y a metanol (control negativo), sobre
la viabilidad de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, expresado en %.
Concentracion de extractos 8 pg mL?, de testigp AC 2 pg mL: (B) Efecto de los
compuestos puros, acido clorogénico (AC) y dicafeilquinico (DCQ); luteolina y apigenina
sobre la viabilidad de las células tumorales (neuroblastoma humano SH-SY5Y), respecto al
control de metanol expresado en %. Concentracion de testigos 2 ug mL™. Se representaron
valores medios y el DE. Diferencia significativa entre los extractos y el control: * p <0,05.

Diferencia significativa entre los extractos y el control: *** p <0,001.

Posteriormente, los cuatro testigos fueron mezclados en partes iguales en solucion
para evaluar su actividad conjunta frente a las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
no mostrando inhibir su viabilidad. A su vez, los ensayos realizados para evaluar el efecto
residual sobre las células tratadas con los extractos con el fin de constatar si tenian
capacidad de regenerarse y volver a su estado original demostraron que la viabilidad de las

células fue irreversible.
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3. Efecto de los extractos sobre la actividad del interferon alfa humano

recombinante (rhIFN-a)

Como se ha explicado anteriormente, a los mismos extractos del cultivo 2013 en los
que se evalué la capacidad antioxidante y el efecto sobre la proliferacion de células
cancerigenas, también se ensayaron respecto a la modulacién del interferén alfa humano.
Dicha modulacién de la actividad del rhiIFN-o se evidencia por la disminucién de la
fluorescencia de EGFP, como consecuencia de la inactivacion del promotor Mx2, inducible
especificamente por los IFNs-I. En la Figura 141 A se puede observar una microscopia de
fluorescencia de células sin INF-a o control negativo; con INF-a o control positivo (Figura
141 B) y células con INF-a tratadas con extractos metandlicos de H de GU, donde se
observa su efecto modulador (Figura 141 C).

Sin INF-a (control -) Con INF-a (control +) Con INF-a + extracto GUH

Figura 141: microscopia de fluorescencia utilizando el EGR-WISH-Mx2/EGFP, de células
sin INF-a o control negativo (A), con INF- a o control positivo (B) y células con INF-a a las 24

horas de ser tratadas con extractos metandlicos de hojas del genotipo Guri (GUH) (C).

En la Figura 142 se puede observar que la incubacion de extractos de Bl de GAy H
de GA y GU con células WISH-Mx2/EGFP durante solo 24 h, fue suficiente para registrar
una clara inhibicién de la actividad de rhIFN-a. Las células expuestas a los extractos de H
de ambos cultivares, exhibieron una disminucion altamente significativa del porcentaje de
fluorescencia de la proteina EGFP, lo que se traduce en una inhibicion de la actividad de la
citoquina. Asimismo, no se observé esta inhibicion para el control AC. Este comportamiento

manifiesta el rol modulador de los extractos de H sobre la actividad bioldgica del rhIFN-o.
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Figura 142: efecto de extractos de bractea interna y hoja de Gauchito (GABI, GAH); de hoja
de Guri (GUH) y de &cido clorogénico en rhlFN-I, respecto al control de metanol, expresado
en % de EGFP. Concentracion de extractos 40 ug ml?! y de testigo 2 ug ml. Se representd

valores medios y el desvio estandar. Significancia estadistica: *** p <0,001.

Siguiendo con los ensayos biologicos de los extractos seleccionados del cultivo
2016, se determin6é que la incubacién de extractos de H de todos los genotipos con las
células WISH-Mx2/EGFP durante 24 h fue suficiente para detectar una clara disminucién del
% de EGFP, respecto al control (p<0,001), excepto para GU con T3 (Figura 143). Algunos
extractos de plantas tratadas con T3 presentaron los menores valores de EGFP, como pudo
observarse en H de FRA y OPHI (12,0% y 15,0% de EGFP, respectivamente). En cambio,
en otros casos los extractos de plantas sin aplicaciéon de AGs o To, presentaron menor
expresion de la proteina fluorescente, destacandose los valores de GU, MAHI (11,0% y
17,5% de EGFP, respectivamente). Los demas genotipos y tratamientos presentaron valores
intermedios (Figura 143).

224



35
50 -

45 - %
40 -
35 -

30 -
25

20 -

15 -

10 -

5 - sd

0 . . . . .

IFN-oa AC Met-OH T3 T0O T3 TO T3 TO T3 TO T3 TO T3 TO
FRA' GA GU MAHI OPHI OPS

% EGFP

Figura 143: determinacion del porcentaje de células EGFP positivas, evaluado mediante
citometria de flujo, luego de cada tratamiento control: interferén-a (IFN-a); acido clorogénico
(AC); solvente extractor metanol (MetOH). Extractos de hojas de los genotipos: Francés
(FRA); Gauchito (GA); Guri (GU); Madrigal multiplicado por hijuelo (MAHI); Opal multiplicado
por hijuelo y semilla (OPHI - OPS), cultivo 2016, de plantas tratadas con Ts; (tres
aplicaciones de acido giberélico) y Ty (testigo sin aplicacion). Significancia estadistica: ***
p<0,001.

Con respecto al mismo ensayo con los extractos de Bl de los capitulos, en la Figura
144 se puede observar el efecto de los diferentes genotipos y tratamientos, sobre la
actividad del IFN-a (p<0,001). Se visualizé un menor % de EGFP en algunos extractos a
cuyas plantas se les aplicé T3, como es el caso de OPHI y FRA (23,0% y 31,0% de EGFP,
respectivamente). En las plantas con To, los extractos de Bl que menos % de EGFP
presentaron fueron los genotipos GU (23,0%) y OPHI (27,0%), seguidos de MAHI y OPS
con un promedio de 35,0%.
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Figura 144: determinacién del porcentaje de células EGFP positivas, evaluado mediante
citometria de flujo, luego de cada tratamiento control: interferon-a (IFN-a); acido clorogénico
(AC); solvente extractor metanol (MetOH). Extractos de bracteas internas de los genotipos:
Francés (FRA); Gauchito (GA); Guri (GU); Madrigal multiplicado por hijuelo (MAHI); Opal
multiplicado por hijuelo y semilla (OPHI - OPS), cultivo 2016, de plantas tratadas con T (tres
aplicaciones de acido giberélico) y Ty (testigo sin aplicacion). Significancia estadistica: ***
p<0,001.

Respecto a los extractos del F y su efecto sobre la actividad del IFN-a, se observo
gue el valor mas bajo de proteina EGFP) fue detectado en el genotipo GU con Ty (p<0,001).
Los demas genotipos y tratamientos presentaron una significativa disminuciéon del % EGFP
respecto a los controles (Figura 145).
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Figura 145: determinacién del porcentaje de células EGFP positivas, evaluado mediante
citometria de flujo, luego de cada tratamiento control: interferén-a (IFN-a); acido clorogénico
(AC); solvente extractor metanol (MetOH). Extractos de fondos de los genotipos: Francés
(FRA); Gauchito (GA); Guri (GU); Madrigal multiplicado por hijuelo (MAHI); Opal multiplicado
por hijuelo y semilla (OPHI - OPS), cultivo 2016, de plantas tratadas con Tz (tres
aplicaciones de acido giberélico) y To (testigo sin aplicacién). Significancia estadistica:
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Los resultados de estos experimentos demostraron que la mayor parte de los

extractos de los genotipos evaluados producen una menor produccion de EGFP.

DISCUSION

Analizando los resultados obtenidos respecto al ensayo de DPPH de los extractos de
H y Bl de los tres cultivares FCA, GA, GU y OV, cultivados en el 2013, se pudo observar que
todos ellos tienen capacidad de captar radicales libres. En los cromatogramas se
evidenciaron varias areas de color amarillo claro sobre el fondo purpura en la region media,
que se correlacionan con los factores de retencién caracteristicos de TLC de los &cidos
cafeoilquinicos y flavonoides, de mayor intensidad los primeros en las Bl, e indicando la
presencia de captadores de DPPH en los tres cultivares. Asi mismo en los cromatogramas
de extractos de H, Bl y F de capitulos primarios y secundarios del genotipo Madrigal F1, de
plantas tratadas con T3y To, del cultivo 2015, también se observaron las zonas amarillentas
correspondientes con el factor de retencion de AC y de DCQ. En general, esas zonas que
demuestran la capacidad de captar radicales libres, en particular las correspondientes al AC

contenido en las muestras, fueron de mayor tamafio en las H y BI respecto a las del F. Los
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DCQ también produjeron manchas amarillentas mas grandes en los extractos de Bl que en

F, siendo en las H mucho mas pequefias y tenues.

Con respecto a los resultados de Bl de los genotipos seleccionados del cultivo 2016,
las zonas amarillentas de mayor tamafio e intensidad correspondieron al genotipo OP
multiplicado por HI, tanto para AC como para DCQ. Las zonas de menor intensidad se
observaron en los extractos de GA y GU. En estos genotipos, es mas notoria la diferencia
entre T3 (mayor tamafo e intensidad de color en las manchas amarillentas) respecto a To,
siendo mas tenue en MAHI y OPHI. En el desarrollo autografico de los extractos de F, se
observaron manchas amarillentas de menor intensidad que las observadas en Bl. Se
destacO el genotipo OP multiplicado por HI, con zonas de color mas intenso que las
presentes en los demas genotipos; respecto a los tratamientos, una de las repeticiones de
GU y MAS muestra manchas de mayor tamafio con To que con Ts.

Varios autores han reportado que los compuestos fendlicos presentes en el alcaucil
tienen actividad antioxidante (Pérez Garcia et al., 2000; Llorach et al., 2002; Garbetta et al,
2014). Estos antioxidantes naturales con propiedades redox son captadores de radicales,
agentes reductores o donantes de hidrogeno (Jesionek et al., 2015; Kahkonen et al., 2005;
Proestos et al., 2005). El alcaucil presenta una elevada capacidad antioxidante (Wu et al.,
2004), ocupando el lugar nimero 17 en la seleccién de 50 alimentos con mayor contenido
de compuestos antioxidantes, presentando en valores absolutos 4237 mmol de electrones
por atomo de hidrégeno donado en la reaccion redox por 100 g de muestra. A su vez
alcanza el cuarto lugar cuando se expresa el contenido de antioxidantes en términos del
tamafio de la porcion preparada para el consumo, en el cual el alcaucil posee 3559 mmol

por porcion (Halvorsen et al., 2006).

Ahora bien, el contenido de compuestos quimicos y su accién bioldgica, varian entre
diferentes cultivares, edad, generacion de la planta, 6érganos de la planta, condiciones de
crecimiento, densidad de plantaciéon, cosecha, poscosecha, almacenamiento y los
procesamientos realizados (Tomas Barberan y Espin, 2001; Lombardo et al., 2018). Si bien
los extractos analizados se elaboraron con material crudo y fresco, cabe destacar que varios
estudios han informado que hervir verduras induce a la pérdida de nutrientes y compuestos
bioactivos inestables al calor debido a la oxidacién, degradacion térmica, y otros eventos
gue reducen el contenido de estos compuestos (Pellegrini et al., 2009). Los capitulos de

alcaucil generalmente se cocinan antes de comer y dado que actualmente se acepta que los
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fenoles son los principales contribuyentes a la actividad antioxidante de los alimentos
vegetales, es importante considerar el impacto al ser procesados. En este sentido,
Ferracane et al. (2008), observaron un aumento del poder antioxidante total en muestras
cocidas con respecto a alcauciles crudos. Otra investigacién de Lutz et al. (2011), aporta
datos muy interesantes determinando que, tanto el contenido de fenoles como la capacidad
antioxidante aumentan luego de la coccidon en alcauciles maduros, como en los mas

inmaduros, destinados generalmente para la industria.

Por otro lado, los polifenoles poseen una accion dual en referencia a los niveles
redox de las células, ya que pueden actuar como antioxidantes o prooxidantes dependiendo
de diversos factores como la concentracién de polifenoles o los niveles redox de la propia
célula. Esto permite que los polifenoles sean responsables del efecto preventivo al actuar
como antioxidantes, asi como de la capacidad de inducir muerte en las células tumorales
mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (Juki¢ et al., 2015). Esa accién
dual mencionada, se corrobor6 en forma complementaria con los resultados positivos de los
ensayos biolégicos de células de neuroblastoma, tratadas con diferentes concentraciones de
extractos de Bl y H de los cultivares GA y GU, generados en la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNR. Se pudo determinar que los extractos de H de GA y GU, redujeron
significativamente el numero de células cancerigenas del sistema nervioso central
(neuroblastoma humano SH-SY5Y, ATCC CRL-2266). Esta reduccién de la viabilidad fue
dependiente de la dosis y los extractos de H de GA y GU mostraron un efecto positivo
incluso a la dilucién mas alta (D500, 8 ug mL™?). A su vez, GA ejercié un mayor efecto que
GU, produciendo una disminucion de mas del 50% en la viabilidad de las células SH-SY5Y.
La concentracion de acidos mono y di-cafeoilquinicos en los extractos de hojas en estas
diluciones es de 0,11y 0,15 ug mL* en GA 'y 0,12 y 0,02 ug mL?* en GU, mientras que el
extracto de Bl de GA contiene 0,36 y 1,01 ug mL* respectivamente. Cuando se evaluaron
estos extractos sobre la proliferacién celular normal, ninguno de ellos mostré efecto sobre la
viabilidad de las mismas. Por otro lado, interesantemente, no hubo recuperacion de la
viabilidad de las células cancerigenas luego de haber sido tratadas con los extractos y
colocadas en medio rico para su desarrollo y libre de extracto de H, aspectos muy
importantes a tener en cuenta en los ensayos bioldgicos (resultados preliminares no
mostrados). Sin embargo, la doxorrubicina, un medicamento que se utiliza en el tratamiento
de varios tipos de cancer, muestra una reduccion del 20% en la viabilidad de células
normales a una concentracion de 0,20 ug mL™. Asimismo, se informé que este antibiético de

antraciclina con actividad antineoplasica disminuye mas del 60% la viabilidad de las células
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SH-SY5Y cuando se exponen a 0,10 ug mL? de farmaco (Almeida et al.,, 2018). Para
comprender si los acidos cafeoilquinicos o los flavonoides presentes en el extracto de H de
GA estaban ejerciendo el efecto observado sobre las células del neuroblastoma, se
evaluaron también el AC, DCQ, apigenina y luteolina puros sobre ellas. Ninguno de estos
compuestos reprodujo la actividad observada para los extractos de H de los cultivares GA 'y
GU, ni tampoco cuando ellos fueron combinados en una Unica solucién, sugiriendo que esta
actividad se debe presumiblemente a la presencia adicional de otros compuestos bioactivos
no fendlicos que no fueron identificados en este trabajo de tesis. Aunque aun quedan
interrogantes que requieren estudios méas profundos, los resultados obtenidos demuestran
gue los genotipos argentinos GA y GU, tienen el potencial de inhibir la viabilidad de las

células del neuroblastoma humano sin afectar la viabilidad de las células normales.

Otros grupos han informado que los polifenoles son considerados compuestos
bioactivos con propiedades anticancerigenas. Por ejemplo, el grupo de Mileo et al. (2016),
demostré6 que dosis altas de extractos de la parte comestible de la alcachofa reducian e
inhibian la viabilidad celular de células cancerigenas de mama, cuyo efecto citotoxico estaba
mediado por la induccion de apoptosis. Esto es debido a la capacidad de los polifenoles
para comportarse como prooxidantes e inducir la rotura del ADN y consecuentemente, la
apoptosis en células neoplasicas. Es decir, los polifenoles generan determinadas cantidades
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que dan lugar a un mayor nivel de estrés oxidativo
en las células malignas lo que provoca la detencion de su crecimiento, sin afectar a las
células no tumorales. Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que los extractos de H
de los genotipos GA y GU que tienen el potencial de inhibir la viabilidad de las células de

neuroblastoma y podrian ser buenos candidatos para ser utilizados en quimioprevencion.

Finalmente, los ensayos de capacidad moduladora de los extractos de alcaucil sobre
la actividad del IFN I-o resultaron también positivos. Los IFN I-a. son moléculas centrales del
sistema inmunolégico con acciones farmacoldgicas o patoldgicas. La incubacion de
extractos de H de GA y GU del cultivo 2013, con células WISH-Mx2/EGFP durante solo 24 h
fue suficiente para registrar una clara inhibicién de la actividad de IFN-a., evidenciada por la
disminucion de la fluorescencia de EGFP. Este tipo de actividad también fue reportada por
Garcia et al. (2009). La magnitud de la inhibicion realizada por los extractos se calculd
considerando al control positivo con INF-o, como un 100% de expresion de EGFP vy la
diferencia con el valor observado en las muestras tratadas, da el valor del % de inhibicion de

los mismos, sobre el INF-o. Los extractos de Bl no demostraron inhibicién y los de H
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lograron una inhibicion altamente significativa del 32% en promedio, comparadas con las
células control (tratadas con la citoquina pero sin extracto). Respecto a los resultados de
este tipo de ensayos con genotipos y tratamientos seleccionados del cultivo 2016, se puede
destacar el efecto modulador de los extractos de FRA y OPHI con T3, disminuyendo en 76 %
y 70% respectivamente el % de EGFP. A su vez los extractos de GU y MAHI redujeron en
78% y 65% dicha expresion del IFN-o, cuando las plantas no recibieron ninguna aplicacién
de AGs, respecto a las células sin tratar. Coincidentemente, los extractos de H de GU y
MAHI fueron los genotipos que presentaron el mayor contenido de AC o de DCQ. Los
ensayos con extractos de Bl y F, presentaron menor inhibiciéon del IFN-a.. Se destacaron los
extractos de Bl del genotipo OPHI con T3, presentando una disminucion del 54% en la
cantidad de fluorescencia de la proteina o EGFP y con Ty 45%; también GU tratado con T,
con 53,4% de inhibicion. En cuanto a extractos de F, ejercieron una reduccion significativa
del % de EGFP el genotipo GU con Ty (52%); FRA y OPHI con ambos tratamientos (48% y
38% respectivamente). Esta inhibicion se evidencia por la disminucién de la fluorescencia de
EGFP en relacién al control de IFN, demostrando que los extractos son capaces de inhibir la
actividad del IFN-a.

El efecto de los extractos de alcaucil sobre la actividad del IFN-I da una premisa muy
prometedora para hacer un estudio mas extenso y comprensivo sobre los genotipos
argentinos y los hibridos extranjeros como potenciales candidatos naturales para el
tratamiento de enfermedades causadas por la sobreproduccion o hiperactividad de IFN-I. En
este sentido y en relacién a la actividad sobre células cancerigenas que fuera previamente
descripto, es interesante remarcar que la inflamacién crénica coopera con el desarrollo de
varios tipos de cancer (Ben Neriah y Karin, 2011). Por lo tanto, la utilidad de los extractos de

alcaucil que resultaron mas activos en ambos ensayos podria ser muy promisoria.

Por su parte los IFNs son moléculas centrales del sistema inmune con un
comportamiento dual, ya que son ampliamente utilizados como bioterapéuticos para el
tratamiento de enfermedades virales cronicas, distintos tipos de cancer, entre otras.
Contrariamente, son uno de los principales responsables de las patologias autoinmunes.
Encontrar compuestos naturales que modulen negativamente la accion del IFN-o para
controlar diferentes enfermedades donde esta citoquina es responsable del desarrollo y
mantenimiento de los procesos inflamatorios, es un desafio que estd atrayendo gran
atencion en el campo del descubrimiento de farmacos. Aunque se necesitan mas

investigaciones, nuestros resultados sugieren que los cultivares de alcaucil creados en la
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Facultad de Ciencias Agrarias (UNR), en particular GA y GU, pueden explotarse en
formulaciones farmacéuticas para prevenir patologias humanas relacionadas con el cancer
del sistema nervioso central y la inflamacién crénica. Respecto a esta Ultima, FRA, GU y
OPHI presentan potencialidad. EI mayor efecto se observé en extractos de H, pero también
las partes comestibles evaluadas tuvieron un comportamiento interesante. El caricter
quimico que permite diferenciar a las H respecto de la porcién comestible (Bl y F), es la

presencia de un himero mayor de flavonoides.

Cabe citar nuevamente el rol biolégico que poseen los flavonoides. Estos
representan el grupo mas grande de fitonutrientes. Son mas de 6000 tipos, y muchos de
ellos son considerados potencialmente anticancerigenos. Debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias muy bien documentadas, se esperaria que los flavonoides
reduzcan el riesgo de ciertos canceres, ya que el estrés oxidativo y la inflamacioén crénica no
deseada pueden aumentar el riesgo de que las células se vuelvan cancerosas (Kumar y
Kant, 2017). Desde el punto de vista nutracéutico, el alcaucil resulta un alimento muy
completo y también sus multiples beneficios terapéuticos orientan su utilizacién en la
industria farmacéutica. La actividad moduladora sobre INF-a se continuard investigando ya
que los extractos de las cultivares estudiadas podrian constituir una alternativa natural para
el tratamiento de enfermedades causadas por sobreproduccion o hiperactivacion de rhiFN,
como es el caso de enfermedades autoinmunes como Lupus. Revalorizar el cultivo del
alcaucil en Argentina, y sus multiples aplicaciones, permitira una mayor amplitud econémica

y ecoldgica en los sistemas productivos horticolas.

CONCLUSIONES

. Los extractos de todas las partes de las plantas evaluadas independientemente del
genotipo, del tratamiento y del afio, mostraron capacidad de captar radicales libres de

DPPH, siendo las bracteas las que expresaron mayor actividad.
. Los extractos de hojas de Gauchito y Guri FCA redujeron significativamente la
proliferacion de células tumorales de neuroblastoma humano, sin afectar a las células

normales y evidenciando un efecto residual en las células tumorales tratadas.

. Los extractos de hojas de Guri y Madrigal multiplicado por hijuelo, ambos de plantas

no tratadas con &cido giberélico, presentaron el mayor efecto inhibitorio del IFN-a.
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CONSIDERACIONES FINALES

El alcaucil (Cynara cardunculus var. scolymus), es una hortaliza originaria de la
cuenca mediterranea y desde alli fue traida a Argentina por los inmigrantes italianos y
espafoles. De manos de los inmigrantes, vinieron los materiales genéticos, las técnicas de
manejo del cultivo, la cultura de su preparacion y consumo. En el proceso de adaptacion a
las diferentes condiciones agroecoldgicas, nuestro pais llegd a ser el quinto productor
mundial de alcaucil. Su mayor destino es el consumo en fresco, pero también se procesa,
teniendo mudltiples aplicaciones en la industria alimenticia y farmacéutica por su abundante
contenido de principios activos. La busqueda de mejorar y revalorizar l0os recursos genéticos
del alcaucil, en funcién de mdultiples objetivos es una tarea constante. En ese camino se
enfocO hace tres décadas, un grupo de investigadores de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Rosario (FCA-UNR), siendo el Unico referente nacional
dedicado al tema, con una vision integral e interdisciplinaria y con reconocimiento

internacional. Con ese enfoque se planificé y desarroll6 este trabajo de tesis.

Para ampliar el espectro varietal, lograr oferta de calidad la mayor parte del afio y
ofrecer a los productores horticolas un valioso cultivo alternativo, es necesario estudiar a los
cultivares nacionales e hibridos extranjeros en su respuesta al manejo agronémico en las
condiciones regionales. Es por eso que en esta tesis se planteé el estudio del efecto de los
manejos de cultivo en la composicion quimica, el contenido de fibra, pardeamiento,
morfologia y la productividad de los genotipos obtenidos en la FCA-UNR. De esa primera
etapa pudo dilucidarse la influencia que tienen la fertilizacion, el riego y la aplicacion de
acido giberélico (AGs) en los cultivares Gauchito, Guri y Oro verde en diversas variables. Se
pudo ponderar a los genotipos segun sus caracteristicas distintivas, lo cual permite
direccionar el destino de la produccién, ofrecer alimentos de calidad, hacer que los sistemas
intensivos horticolas manejen los recursos de manera sustentable y que se generen

subproductos de alto valor.

Esas lineas de investigacion quedaron abiertas para ser profundizadas en diversos
aspectos y a su vez fueron orientando los siguientes pasos de la tesis; por un lado elegir la
aplicacion de AGs para ampliar el conocimiento de este manejo de cultivo en las condiciones
locales y por otro lado comenzar a estudiar los materiales genéticos hibridos, ambos
aspectos nunca abordados. Ante la creciente utilizacion de genotipos extranjeros, es muy
importante realizar experimentos regionales, mas aun para el cultivo de alcaucil, cuya

respuesta a la induccion floral puede ser variable de un afio a otro. Los resultados obtenidos
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en el genotipo Madrigal F1, indicaron que también el diferente nimero de aplicaciones por
planta, influyen en algunas variables medidas, especialmente el contenido de principios

activos, la productividad y precocidad.

Estudios previos nos habian indicado que era posible obtener un cultivo con el
propédsito de cosechar todos sus capitulos comercializables y luego aprovechar su follaje
restante para obtener metabolitos secundarios. Esos tratamientos de AG; debian evaluarse
también en los cultivares FCA-UNR y en otros hibridos, cuyas plantas fueran multiplicadas
por hijuelos y semillas, bajo las mismas condiciones de cultivo. Esto tampoco habia sido
estudiado de esa manera, teniendo en cuenta a la planta completa, y nos abrié un abanico
de actuales y futuros andlisis. Al mismo tiempo se pudo ampliar el estudio de la composicién
quimica, en particular de los flavonoides, en colaboracion con un grupo de investigacion de

Valencia, Espafia, que se presenté como una linea futura de investigacion.

Otro gran objetivo que pudo llevarse a cabo en colaboracién con grupos de trabajo
con experiencia en actividad quimica y biolégica de extractos de origen natural, fue la
evaluaciébn de los extractos respecto a su actividad antioxidante, anticancerigena y
antiinflamatoria. Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos se utilizé
cromatografia en capa delgada y como revelador al compuesto 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH). Se aplicaron ensayos de cultivo y proliferacion de células tumorales SH-SY5Y de
neuroblastoma humano y de activacion del interferén alfa humano recombinante (rhIFN-o)
utilizando un ensayo gen reportero (EGR) basado en células WISH. Con este trabajo de
tesis verificamos el potencial de esta linea de investigacion que tiene gran interés por parte

de la comunidad cientifica.

Finalmente, los resultados de esta tesis aportan valiosos conocimientos sobre los
genotipos locales y extranjeros de alcaucil, su comportamiento agronémico ante diversos
manejos en las condiciones regionales, la calidad de sus capitulos, la productividad en
cultivo de doble propoésito y las potenciales aplicaciones biol6gicas de sus extractos.
Revalorizar el cultivo del alcaucil en Argentina para sus multiples aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica, permitira una mayor amplitud econémica y ecoldgica en los
sistemas productivos horticolas. Por ultimo, me gustaria destacar que el camino recorrido
junto a mis directores y a tantas personas de excelente calidad personal y profesional, va

méas alla de lo presentado en este documento.
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