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RESUMEN

En la presente tesis se estudiaron 6 especies Flourensia DC. (subfam.
Asteroideae, tribu Heliantheae, subtribu Encellinae) endémicas del centro de
Argentina, por su importancia ecologica y su interés farmacobotanico. Con el
objetivo de contribuir a su conocimiento, aportando informacion novedosa sobre su

biologia y de interés en sistematica 'y conservacion.

Las especies analizadas fueron: F. campestris, F. hirta, F. leptopoda, F.

niederleinii. F. oolepis y F. tortuosa.

Se realizaron estudios comparativos sobre la morfoanatomia de los dérganos
vegetativos, tanto del sistema caulinar como radical, encontrdndose en todas las
especies y en todos los oOrganos caracteristicas consideradas adaptaciones al

ambiente xérico en que habitan.

En el sistema aéreo, las mas importantes fueron: gran presencia de tricomas de
diferentes tipos y conductos secretores esquizdgenos en todos los 6rganos, hojas
con abundantes estomas y gran desarrollo del parénquima en empalizada, lefio con
numerosos vasos, de diametro pequefio y dispuestos en grupos. En el sistema
radical se observo el desarrollo de un xilopodio, y se pudo constatar que su funcion

es regenerar de la planta, por formacion de yemas nuevas.

Ademas, se indagd en aspectos relacionados a la biologia reproductiva, en la cual
se destaca la gran cantidad de flores y frutos producidos, aunque muchos aquenios
se encontraron parasitados o sin desarrollo de embrion. El porcentaje de
germinacion fue en general bajo, a excepcion de F. oolepis y F. campestris, y la
viabilidad de las semillas se perdi6 completamente a los dos afios desde su
recoleccion. F. oolepis y F. campestris resultaron autoincompatibles, por lo que

requieren polinizadores efectivos para su reproduccion.

Con respecto a la morfoanatomia de las flores y los frutos, se destaca la presencia
de tricomas glandulares y conductos secretores, relacionadas con la proteccién
contra herbivoros o patégenos. También, se observaron gran cantidad de tricomas
gemelos tanto en el ovario como en el fruto maduro, su funcion seria la de absorcion

il

y retencién de agua.
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En el pericarpo de los frutos se observo el desarrollo una capa de fitomelanina,
considerada como una defensa contra el ataque de insectos o como una barrera

contra la luz, la cual protege al embrion.

Por ultimo, se realizé un estudio cariolégico en el que se corroboré el nimero
cromosomico de 2n=18. Las férmulas cariotipicas desconocidas hasta el momento
variaron entre las especies. F. campestris, F. leptopoda y F. tortuosa compartieron la
formula con 14 pares m + 4 sm, mientras que F. hirta, F. niederleinii y F. oolepis

presentaron 12 pares m + 6 sm.

La longitud cromdsomica promedio varié entre 2,11 y 2,97 um y se encontraron
diferencias estadisticas en las variables C, Lt, R y A;. Se encontr6 uno o dos pares
de satélites que variaron en su ubicacion entre las especies, excepto en F.

campestris en la que no se observaron.

Las variaciones encontradas sugieren que la especiacién en estos taxones habria
sido acompafiada por pequefios cambios cromosdémicos, causados por inversiones

y/o translocaciones.

Las caracteristicas mas importantes que permitieron diferenciar las especies
fueron: tamafio foliar y cantidad de flores por capitulo, frecuencia estomatica y
cantidad de hacecillos de conduccién en la vena media y el peciolo, densidad de
vasos del lefio, férmula cariotipica, largo promedio de los cromosomas, indice de
simetria y presencia y posicion de los satélites. Concluimos que estos caracteres

pueden ser utilizados en taxonomia y sistematica.
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SUMMARY

In this thesis, six species of Flourensia DC were studied (subfam. Asteroideae, tribe
Heliantheae, subtribe Encellinae), all of them endemic to the central region of
Argentina and having ecological and phytochemical importance. The aim is basically
to contribute to their knowledge providing new information about their biology. The
species studied were: F. campestris, F. hirta, F. leptopoda, F. niederleinii, F. oolepis
and F. tortuosa.

The morphology and anatomy of vegetative organs, both radical and caulinar
systems, were studied and characteristics considered adaptations to xeric

environment in all species and in all organs were observed.

In addition, we investigated their reproductive biology. The large number of flowers
and fruits produced is outstanding, although many achenes were parasitized or were
found without embryo development. The percentage of germination was low, except
in F. oolepis and F. campestris. Seed viability was completely lost after two years
from harvesting. F. oolepis and F. campestris were self-incompatible and therefore
they need effective pollinators for reproduction.

Regarding morphology and anatomy studies of flowers and fruits, it was important
the presence of glandular and eglandular trichomes and secretory ducts. In the fruit
pericarp, a fhytomelanin layer was observed.

Finally, we studied the mitotic chromosomes, performing qualitative and
guantitative analysis of their karyotypes. All species had 2n=36: three with 14 m + 4
sm pairs and the remaining with 12 m + 6 sm pairs. The average chromosome length
varied between 2.11 and 2.97. Statistical differences were found for the variables C,
Lt, R, and Al. Except F. campestris, one or two pairs of satellites which varied in their

location were found.
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CAPITULO 1:
ANTECEDENTES GENERALES

La familia Asteraceae es una de las familias mas dominantes del planeta ya que
comprende cerca de 1.600-1.700 géneros y entre 23.000-24.000 especies
distribuidas por todo el mundo, excepto en Antartida (Jeffrey, 2007; Katinas et al.,
2007; Funk et al., 2009).

Es muy diversa en formas de vida, encontrandose en mayor proporcion hierbas
anuales o bianuales, en menor cantidad subarbustos, arbustos y hasta algunos
arboles, mientras que unas pocas pueden ser enredaderas o lianas. Usualmente son
terrestres, aunque existen especies epifitas y acuaticas. Crecen en casi todos los
tipos de habitat, sin embargo, son poco frecuentes en bosques himedos tropicales,
predominando en areas abiertas (Jeffrey, 2007; Funk et al., 2009). Su diversificacion
y gran expansion se debe a una gran capacidad adaptativa a diferentes climas,
suelos y relieves, ademas, de una gran eficacia reproductiva y estrategias para la
dispersion y germinacion de las semillas (Mani & Saravanan, 1999; Katinas et al.,
2007).

Muchas especies son importantes econOmicamente para el hombre por ser
consumidas como alimentos, bebidas, aceites, especias y edulcorantes. Ademas, se
reconocen especies medicinales e insecticidas y otras son utlizadas para la
produccién de caucho, resinas y colorantes. Por otra parte, una gran cantidad de
especies y variedades tienen alto valor comercial como ornamental, por su bellas

inflorescencias (Jeffrey, 2007; Simpson, 2009).

En Argentina esta familia es la mas numerosa con cerca de 227 géneros, de los
cuales 5 son endémicos; reine a 1.400 especies, siendo endémicas unas 382
(Katinas et al., 2007). Se consideran especies endémicas de una region aquellas
gue se encuentran naturalmente so6lo en ese sitio; si su area de distribucion
geogréfica es pequefia, los endemismos son restringidos o limitados (Primack et al.,
2001; Kruckeberg & Rabinowitz, 1985).

El género Flourensia DC. (tribu Heliantheae, subtribu Enceliinae) es endémico de
América y comprende un grupo de 32 especies (Dillon, 1984; Ariza Espinar, 2000).

4]
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Esta compuesto por subarbustos glutinosos, arbustos y pequefios arboles que

habitan regiones elevadas y secas. Tiene una distribucién anfitropical, en América
del Norte sus especies se encuentran principalmente en México, en tanto que en
Sudamérica se hallan asociadas a la Cordillera de los Andes en Per0, Bolivia, Chile
y Argentina (Dillon, 1984).

En nuestro pais crecen 12 especies, en tanto que en la zona central habitan 6, su
importancia se debe a que todas son endémicas de esa zona y presentan
distribucion restringida. Ellas son: Flourensia campestris Griseb., F. hirta S. F. Blake,
F. leptopoda S. F. Blake, F. niederleinii S. F. Blake, F. oolepis S. F. Blake y F.
tortuosa Griseb. (Ariza Espinar, 2000).

Todas las especies crecen en zonas serranas, en ambientes caracterizados por un
clima semiéarido y suelos empobrecidos (Luti, 1979; Ariza Espinar, 2000; Giorgis et
al., 2011). Son arbustos resinosos con capitulos radiados de flores amarillas,
abundantes y muy vistosas. Presentan un caracteristico aspecto lustroso debido al
exudado resinoso de sus hojas y ramas (Ariza Espinar, 2000).

Son reconocidas en medicina popular ya que se las utiliza para aliviar diversas
enfermedades gastrointestinales, como purgante, expectorante y antirreumatica;
ademads, algunas especies son usadas como incienso, aromaticas y tintéreas
(Zardini, 1984; Mata et al., 2003; Barboza et al., 2006; Trillo et al., 2007). También,
revisten importancia por su valor ornamental, particularmente F. oolepis ha sido

estudiada para uso paisajista en regiones semiaridas (Delbén & Eynard, 2006).

Estas especies endémicas presentan diferentes grados de amenaza. F. hirta, F.
leptopoda y F. niederleinii se encuentran en la categoria 5 en la base PlanEAr
(Plantas Endémicas de la Argentina) (Villamil el al., 2000), la cual corresponde a
plantas de distribucion restringida, con poblaciones escasas o sobre las que se
presume que puedan actuar factores de amenaza, entre los que se citan,
destruccion de habitat, sobreexplotacién, invasiones bioldgicas, etc. F. oolepis se
encuentra en la categoria 4 correspondiente a plantas restringidas a una sola
provincia politica o con areas reducidas compartidas por dos 0 mas provincias
politicas contiguas. Por ultimo, F. campestris y F. tortuosa se hallan en la categoria 3

ya que son plantas comunes, aunque no abundantes.

Como ya es bien sabido, la extincion de especies se produce principalmente por la
actividad humana. Esta ha producido un gran impacto sobre los ecosistemas

s
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naturales, generando entre otros, la reduccién y fragmentacion del habitat, cambios

en la composicién de la flora y fauna, pérdida de la cubierta vegetal, compactacién y
reduccion de la humedad del suelo e incremento de la erosién del mismo (Ellenberg,
1979; Primack et al., 2001).

Entre las acciones mas perjudiciales del hombre se pueden citar la tala de arboles
y arbustos para lefia, la introduccion de ganado doméstico en areas naturales, el
desmonte para la conversion a terrenos agricolas y la gran expansion de las areas
urbanas (Ellenberg, 1979).

Sumado a esto, el fuego ha sido histéricamente utilizado para transformar los
ecosistemas en zonas aptas para la agricultura y ganaderia. Ademas, se debe tener
en cuenta la incidencia de los incendios accidentales o provocados, que son muy
frecuentes en las zonas serranas del centro de Argentina. El fuego produce grandes
cambios en los bosques ya que modifica la fisonomia, composicién y riqgueza de
especies tanto vegetales (Renison et al., 2002; Gurvich et al., 2005; Verzino et al.,
2005; Giorgis et al., 2011, 2013), como de liquenes (Rodriguez et al., 2009) y de
microorganismos (Abril & Gonzalez, 1999).

La invasion por especies exoéticas también es uno de los principales problemas
ambientales del mundo. Sus consecuencias son la pérdida de biodiversidad, el
cambio en la estructura y composicién de la vegetacion, entre otras (Mack et al.,
2000; Charles & Dukes, 2007). En las Sierras de Coérdoba son numerosos los
estudios al respecto (Giorgis et al., 2005; 2011; Teco et al., 2006; Teco et al., 2007;
Hoyos et al., 2010), recientemente, se encontré que el 11% de las especies son
exoticas, muchas de ellas ornamentales que han colonizado espacios naturales
(Giorgis et al., 2011).

Frente a este panorama, el estudio de las especies endémicas merecen especial
atencion, el entendimiento de su biologia es fundamental para comprender sus
estrategias de desarrollo y supervivencia. Ademas, el estudio de sus caracteristicas
reproductivas es importante para plantear posibles planes de conservacion, para la
reforestacion de zonas degradadas o quemadas y para su cultivo como plantas

ornamentales.
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TABLA 1. Distribucion geografica y categoria en la base PlanEAr de las especies de

Flourensia DC. estudiadas, se detallan los sitios mas comunes de observacion y la altura

sobre el nivel del mar (m.s.m) en la que se encuentran (tomados de Dillon, 1984; Ariza

Espinar, 2000; Villamil et al., 2000).

ESPECIE DISTRIBUCION GEOGRAFICA PlanEAr
Flourensia [Abundante en sitios aridos, entre 500 y 1000 msm., en
campestris Sierras Chicas de Cérdoba, Sierras de Ambato y Gracinana 3

) en Catamarca, sudeste de La Rioja hasta Sierras de

(Fig. 1-A) Guasayan en Santiago del Estero.

F. hirta Caracteristica de las altas montafias, entre 2100 y 2700 c

(Fig. 1-B) msm., en Sierras de Famatina en La Rioja y Catamarca.

F. leptopoda | Entre los 1500 y 1700 msm., en Sierras de Ulapes y Olta en 5

(Fig. 1-C) La Rioja hasta Sierras del Valle Fértil en San Juan.

F. niederleinii | Endémica de las Sierras de Velasco y Famatina en La c

(Fig. 1-D) Rioja, entre 1700 y 2200 msm.

F.oolepis | comun en las Sierras de San Luis y Sierras Chicas y 4

(Fig. 1-E) Grandes de Cordoba, entre 1000 y 2000 msm.

F.tortuosa |En Sierras de Belén, Zapata y Aconquija en Catamarca, 3

(Fig. 1-F) centro de Tucuman y Salta, entre los 1200 y 3100 msm.
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Figura 1. Habito. A: Flourensia campestris. B: F. hirta. C:
tortuosa.

F. leptopoda. D: F. niederleinii. E: F. oolepis. F: F.
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Figura 2. Inflorescencias. A: Flourensia campestris. B: F. hirta. C: F. leptopoda. D: F. niederleinii. E: F. colepis.
F: F. fortuosa.
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Relaciones filogenéticas en Asteraceae

Asteraceae se divide en 5 subfamilias, de las cuales Asteroideae (Cass.) Lindl. es
la mas numerosa, con aproximadamente 17.000 especies, y la mas derivada.
Dentro de esta, existe un grupo denominado Alianza Heliantheae, conformado por
las 13 tribus mas derivadas. Sus miembros son en su mayoria endémicos del
Continente Americano y se caracterizan por la presencia de una capa de
fitomelanina en las paredes de los frutos, lo que le otorga el caracteristico color
negro o marrén oscuro (Panero, 2007a).

La tribu Helianteae es una de las mas importantes de la Alianza y es considerada
derivada de la familia, junto con las tribus Millerieae, Perityleae, Eupatorieae y
Madieae (Fig. 3A). Es también, una de las mas grandes y diversas ya que se
compone de 113 géneros y entre 1461-1.641 especies. Se divide en 14 subtribus, de
las cuales Enceliinae contiene al género Flourensia (Panero, 2007a, b; Baldwin,
20009).

Las relaciones filogenéticas de Flourensia dentro de la tribu han sido por mucho
tiempo poco claras y su posicién ha variado a lo largo de las décadas.

Antiguamente, Hoffmann (1894) y luego Solbrig et al., (1972) y Stuessy (1977), lo
posicionaron dentro de la subtribu Helianthinae Dumort. (= Verbesininae)

reconociendo que esta es “un conjunto complejo de diversos elementos”.

Robinson (1981), basado principalmente en microcaracteres de las flores y los
frutos, reubicé a Flourensia en el “Grupo Encelia” dentro de la subtribu Ecliptinae
Lessing. Ademas lo relacioné con los géneros Encelia Adans., Enceliopsis A. Nelson
y Geraea Torr. y A. Gray; y a su vez con Verbesina L. y Podachaenium Benth
(Robinson et al., 1981; Clark, 1998).

Dillon (1984) realizé una extensa revision del género Flourensia y reconocié como
cercano filogenéticamente solo a Encelia. Mientras que Karis (1993), basado en un
analisis cladisticos con una gran cantidad de caracteres morfolégicos, alineé a
Verbesina, Flourensia, Encelia, Espeletia Mutis ex Humb. & Bonpl. y Zaluzania Pers.

dentro de la subtribu Verbesininae.

N
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En los ultimos afos, estudios moleculares basados en sitios de restriccion de ADN

del cloroplasto sugirieron que Encelia, Enceliopsis, Flourensia y Geraea estarian
intimamente relacionados y, a su vez, serian hermanos de la subtribu Heliantinae
(Panero et al., 1999, Schilling & Panero, 2002). Panero et al. (1999) sugirieron que
Flourensia, Encelia y Helianthella Torr. & A. Gray formarian un clado y plantearon el
reconocimiento de una nueva subtribu para estos géneros, o bien, la necesidad de

incluirlos nuevamente dentro de la subtribu Helianthinae.

Finalmente, Panero (2005) crea la nueva subtribu Encellinae en la que agrupa a
Encelia (15 spp.), Enceliopsis (4 spp.), Geraea (2 spp.), Helianthella (8 spp.) y
Flourensia (33 spp.) (Fig. 3 B-C).

Actualmente, la tribu Heliantheae se divide en 14 subtribus; Encellinae se ubica
muy cercana filogenéticamente a las subtribus Ambrosiinae, Helianthinae y
Zaluzaniinae, mientras que se encuentra alejada de Verbesininae y Ecliptinae (Fig. 3
B) (Panero et al., 1999; Panero, 2005; Panero, 2007b; Fehlberg & Ranker, 2007).

Por dltimo, dentro de Enceliinae, Flourensia estaria intimamente relacionado a
Encelia y a Helianthella, aunque no se encuentra confirmada la posicion de este
ultimo. Enceliopsis y Geraea seria los géneros mas derivados de la subtribu (Fig. 3
C).

u
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A B
Ecliptinae
[ Montanoinae
Ambrosiinae
Dugesiinae
Millerieae 380 Chromolepidinae
. Zaluzaniinae
DAARioRg <10 | Helianthinae
Perityleae 84 Ambrosiinae
Eupatorieae 2000
Zinniinae
Polymnieae 3 T Spilanthinae

Chaenactideae 29 Engelmanniinae

Rudbeckiinae
BERLSET Verbesininae
t Tagctcac 267 Rojasianthinae

— Tribes Eupatorieae, Millerieae, Madieae, and Perityleae

Neurolaeneae 153
100

Coreopsideae 550 B

Helenieae 120 Enceliopsis
Geraea
Athroismeae 59 e

? Hehan!eﬂa

Figura 3. Relaciones filogenéticas. A: tribus que componen la Alianza Heliantheae. B: subtribus de
Heliantheae. C: géneros de la subtribu Enceliinae A-B: Extraido de Panero, 2007. C: Compilado de Fehlberg and
Ranker (2007)y Panero etal. (1999).
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Relaciones entre especies en Flourensia

Dillon (1984) representd las relaciones intraespecificas de las 31 especies
conocidas hasta ese momento. El agrupamiento fue realizado principalmente
teniendo en cuenta las caracteristicas exomorfologicas. Los caracteres considerados
mas importantes fueron los relacionados a la morfologia de los capitulos, incluido el
tamafo y la forma de las bracteas y la presencia y numero de flores del radio.
Ademas, se tuvo en cuenta el tamafio y la forma de las hojas, la pubescencia, las
preferencias ecolégicas y la distribucién geogréfica.

En primer lugar, se dividieron las especies segun se localizan en América del Norte

0 América del Sur.

Las especies que habitan América del Norte se separaron en dos grupos, segun la
presencia o no de flores del radio. El grupo de especies con capitulos discoides
contiene seis especies que se hallan en su mayoria en la region del desierto de
Chihuahua, siendo F. cernua DC. la especie mas importante. Por otro lado, el grupo
que presenta capitulos radiados habita en sitios de montafia, a altas elevaciones y

gran aridez.

Las especies de América del Sur presentan todas capitulos radiados. F.
macrophylla S.F. Blake, F. angustifolia (DC.) S.F. Blake, F. peruviana M.O. Dillon y
F. polycephala M.O. Dillon se distribuyen en los Andes de Peru y presentan similares
capitulos, con 8-13 flores del radio e iguales preferencias ecolégicas. F. thurifera
(Molina) DC. se encuentra en el centro de Chile y presenta similares hojas y

involucros que F. macrophylla.

F. suffrutescens (R.E. Fr.) S.F. Blake, F. tortuosa, F. macroligulata Seeligm. y F.
oolepis forman una linea caracterizada por grandes capitulos con amplias bracteas y
entre 13 a 21 flores liguladas, en tanto que F. heterolepis S.F. Blake presenta
caracteristicas intermedias entre los dos grupos.

El dltimo subgrupo esta formado por ocho especies estrechamente relacionadas,
las cuales comparten una gran cantidad de caracteres, incluyendo la morfologia de
los capitulos y se distribuyen desde el sur de Bolivia al sur de Argentina. De ellas, F.
riparia Griseb., F. campestris, F. leptopoda, F. niederleinii, F. hirta, F. fiebrigii S.F.
Blake y F. blakeana M.O. Dillon muestran una tendencia hacia la disminucion de las
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flores del radio, ya que poseen entre 5 y 8 flores liguladas. Por ultimo, F. hirtissima

S.F. Blake presenta capitulos solitarios y estaria mas relacionada con F. fiebrigii.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la presente tesis se propone estudiar
las especies de Flourensia del centro de Argentina, por su importancia ecolégica, ya
gue todas son endémicas con area de distribucién restringida. Ademas, por su valor
econémico potencial por su interés farmacobotanico u ornamental. Los resultados
obtenidos seran un aporte a la clasificacion y diferenciacion de las especies, asi
como también, de aplicacion para la conservacion y mantenimiento de los recursos

genéticos.

per

mii

het

bla

glu oul

col mon

capitulos capitulos capitulos
discoides radiados radiados

AMERICA AMERICA
DEL NORTE DEL SUR

ANCESTRAL STOCK

Figura 4. Relaciones entre especies de Flourensia. Extraido de Dillon (1984). Abreviaturas: ang: F
angustifolia, bla: F. blakeana, cam: F. campestris, cer: F. cernua, col: F. collodes, den: F. dentata, fie: F. fiebrigii, glu:
F. glutinosa, het: F. heterolepis, hir: F. hirta, hts: F. hirtissima, ili: F. ilicifolia, lau: F. laurifolia, lep: F. leptopoda, mic: F.
microphylla, mli: E. macroligulata, mon: F. monticola, mph: F. macrophylla, nie: F. niederleinii, ool: F. oolepis, per: F.
peruviana, pol: F. polycephala, pri: F. pringlei, pul: F. pulcherrima, res: F. resinosa, ret: F. retinophyila, rip: F. riparia,
sol: F. solitaria, suf: F. suffrutescens, tor: F. fortuosa, thu: F. thurifera.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de especies de Flourensia (Asteraceae) endémicas del
centro de Argentina, de importancia por su valor farmaco-botanico y ornamental,
aportando informacion novedosa sobre su biologia y de interés para la conservacion

y mantenimiento de los recursos genéticos.

Objetivos especificos

En seis especies de Flourensia endémicas del Centro de Argentina se propone:
1) Estudiar la exomorfologia de las hojas.

2) Analizar y comparar las particularidades de la epidermis foliar.

3) Indagar en la anatomia de los 6rganos vegetativos aéreos; hoja, tallo y lefio.

4) Estudiar la anatomia radical, determinando la estructura primaria y secundaria
de las raices embrionarias y laterales.

5) Indagar en la morfoanatomia de los xilopodios, determinando el o los 6rganos

involucrados y valorando su papel en la reproduccion vegetativa.

6) Analizar el desarrollo y anatomia de las flores, semillas y frutos, desde el

momento de la fecundacion hasta la madurez.

7) Estudiar la ontogenia, anatomia, distribucion y modo de secrecién de las
estructuras secretoras en todos los Organos, tanto vegetativos como

reproductivos.
8) Reconocer la naturaleza quimica de las reservas en las semillas.

9) Valorar el éxito reproductivo, determinar el sistema de reproduccion y conocer

los visitantes florales y su papel en la polinizacion.

10) Determinar la viabilidad de las semillas mediante diferentes ensayos de

germinacion y analizar el desarrollo de las plantulas en los primeros estadios.
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11) Estudiar los cromosomas mitéticos y confeccionar los cariogramas y cariotipos.

12) Evaluar el riesgo de extinciéon y la posibilidad de conservacion de estas

especies en base a los datos obtenidos.

MATERIALES

Los materiales utilizados en la presente investigacion provienen de poblaciones
ubicadas en la zona central de Argentina, los respectivos ejemplares de herbario se
encuentran depositados en el Museo Botanico de Cordoba (CORD). Las
determinaciones fueron realizadas por la autora, Dra. Maria Teresa Cosa y Dr. Luis

Ariza Espinar. Los datos de recoleccion se presentan en la Tabla 2.
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TABLA 2. Poblaciones estudiadas de Flourensia, los datos de coleccién incluyen
provincia, departamento, lugar, georeferencia, altura sobre el nivel del mar, colector,
namero de muestra y fecha de recoleccidn.

ESPECIE

DATOS DE RECOLECCION

Flourensia
campestris

Provincia de Cordoba. Departamento Punilla. Camino al cerro El
Cuadrado, La Falda. S 31° 0,5"; W 64° 27". 1100 msm.
Delbén, N. 5, 20-11-2009 — Delbén, N. 7, 21-111-2010. 2011 — 2012

F. hirta

Provincia de La Rioja. Departamento Famatina. Camino a
Campana. S 28° 33"; W 67° 38". 1625 msm. Delboén, N. 3, 18-II-
2009 (CORD).

Provincia de La Rioja. Departamento Famatina. Campana, en un
baldio de los alrededores del pueblo. S 28° 33"; W 67° 37". 1640
msm. Barboza, G. E. 2460, 20-111-2010 (CORD).

F. leptopoda

Provincia de La Rioja. Departamento General San Martin. Ulapes
Camping Municipal. S 31° 34"; W 66° 14°. 734 msm. Delb6n, N.
4, 19-11-2009 (CORD).

Provincia de La Rioja. Departamento General San Martin. Ulapes.
Sierra de Ulapes, subiendo por el camino del Via Crucis
pasando la 7ma. estacion de ascenso. S 31° 34"; W 66° 15".
695 msm. Barboza, G. E. 2438, 18-111-2010 (CORD).

F. niederleinii

Provincia de La Rioja. Departamento Sanagasta. Pasando
Sanagasta. Ruta Nacional N° 75, km. 45. S 29° 11"; W 67°0,3".
1212 msm. Delbon, N. 1. 16-11-2009 (CORD).

Provincia de La Rioja. Departamento Sanagasta. En el Km 45,5
rumbo a Las Pefias. S 29° 11"; W 67° 3". 1200 msm. Barboza,
G. E. 2450, 19-111-2010 (CORD).

Provincia de La Rioja. Departamento Chilecito. Desde Safiogasta
rumbo a Guanchin. S 29° 16"; W 67° 36". 1318 msm. Barboza,
G. E. 2452, 19-111-2010 (CORD).

F. oolepis

Provincia de Cdérdoba. Departamento Punilla. Capilla del Monte,
Dique El Caj6n. S 30°51"; W 64° 33". 970 msm. Delbén 6, 20-II-
2009 — Delbon 8, 21-111-2010. — 2011 — 2012

F. tortuosa

Provincia de Catamarca. Departamento Andalgald. Andalgala
Camping La Aguadita, S 27°32"; W 66° 17". 1246 msm. Delbén,
N. 2, 17-11-2009 (CORD).

Provincia de Catamarca. Departamento Belén. 5 km antes de
llegar a Londres y al rio Quimivil viniendo desde Tinogasta. S
27°44°; W 67°10°. 1233 msm. Barboza, G. E. 2462, 20-111-2010
(CORD).
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CAPITULO 2:
EXOMORFOLOGIA Y ANATOMIA DE
ORGANOS VEGETATIVOS

INTRODUCCION

En sentido amplio, la morfologia se ocupa del estudio de la forma y estructura de
las plantas y pretende interpretar la evolucién y el desarrollo del individuo y sus
organos componentes. En un sentido estricto, la anatomia se refiere a la estructura
interna, al nivel de organizacion celular y tisular. La anatomia o histologia y la
morfologia son disiplinas separadas, aunque en realidad, se las encuentra
intimamente relacionadas. Los estudios anatomicos, en particular el tipo, nimero y
disposicién de los haces vasculares, proporciona una idea del posible origen, del
desarrollo, las modificaciones y la funcion de los érganos (Dickison, 2000).

La sistematica es un amplio campo de investigacion que utiliza informacién de
muchas disciplinas, entre ellas la morfoanatomia, para llevar a cabo sus objetivos.
Ellos son la descripcion, identificacion y clasificacion de especies, ademas de la
determinacién de las relaciones entre ellas. Los datos anatémicos obtenidos del
estudio de células y tejidos, han probado ser importantes para esclarecer las
relaciones entre plantas superiores. Algunas de las caracteristicas morfolégicas y
anatomicas son Utiles para determinar tendencias filogenéticos, mientras que otras,

delimitan familias, géneros o especies (Dickison, 2000).

En este sentido, el estudio de la epidermis foliar a sido muy importante, ya que las
caracteristicas epidérmicas, como el tipo, abundancia y distribucion de estomas y
presencia y tipo de tricomas, han sido utilizadas como caracter confiable en la
taxonomia de numerosas familias (Doaigey & Harkiss, 1991; Maleci & Servettaz,
1991). En Asteraceae es muy comun la presencia de tricomas, los cuales pueden
presentan una gran variedad de formas y han sido histéricamente utilizados para la
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diferenciacién de géneros y especies (Ramaya, 1962; De Morales Castro et al.,
1997).

Ademas, en la familia es habitual la presencia de estructuras secretoras, las mas
comunes son conductos, canales, ideoblastos, latisiferos, hidatodos o tricomas
glandulares. Sus secreciones pueden contener diferentes compuestos quimicos
como terpenos, presentes en aceites esenciales y resinas, carbohidratos u otras
sustancias, lo que les confiere un gran valor fitoquimico (Fahn, 1979, 1988, 2002;
Evert, 2006; Jeffrey, 2007). Cada una de las estructuras a su vez puede presentar
grandes variaciones morfoanatomicas, por lo que pueden ser considerados como un
importante caracter taxonémico para diferenciar familias, géneros y hasta especies
(De Morales Castro et al., 1997).

En los dltimos afios, las especies del género Flourensia han cobrado gran
importancia ya que sus resinas poseen un potencial valor econdmico; por ello, la
mayoria de las investigaciones han sido dirigidas a caracterizar sus compuestos

qguimicos y determinar los posibles usos.

Al respecto, en F. oolepis se identificaron los componentes del aceite esencial y se
comprobd su efecto bactericida, insecticida, antifingico y protector contra Ulceras
gastricas (Priotti et al., 1997; Carrizo Flores et al., 2005; Donadel et al., 2005; Vaca
Ruiz et al., 2006; Garcia et al., 2007; Diaz Nepal et al., 2009; Carpinella et al., 2010;
Joray et al., 2011). Ademas, se estudiaron los compuestos quimicos en F.
campestris, F. riparia Griseb., F. fiebrigii (Uriburu et al., 2004, 2005, 2007; Silva et
al.,, 2012), F. blakeana (Pacciaroni et al., 2009), F. heterolepis (Bohlmann &
Jakupovic, 1979), F. thurifera (Faini et al., 1997; Urzla et al., 2007) y F. cernua (Rao
et al., 1970; Estell et al., 1996; Tellez et al., 1997). En esta ultima, se comprobd su
accion antifangica, fitotoxica, bactericida e insecticida (Tellez et al., 2001; Gamboa
Alvarado et al., 2003; Mata et al., 2003; Molina Salinas et al., 2006; Gerrero
Rodriguez et al., 2007). Por su parte, Jasso de Rodriguez et al. (2007) reconocieron
el efecto antifingico de los extractos de F. microphylla (A. Gray) S. F. Blake, F.
cernua y F. retinophylla S. F. Blake.

A pesar de esto, poco se sabe sobre la exomorfologia y anatomia de los 6érganos
vegetativos y de las estructuras responsables de las secreciones. Delb6n et al.
(2007a y b) analizaron en Flourensia campestris y F. oolepis la anatomia de los
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organos vegetativos y destacaron la presencia de 2 tipos de estructuras secretoras:

tricomas glandulares y conductos esquizégenos. Ademas, observaron adaptaciones
estructurales en respuesta al habitat xérico en que habitan y a la accion de los
herbivoros o patégenos.

Se concideran adaptaciones a las caracteristicas que desarrollan los organismos
como resultado de su interaccion con el ambiente. Si bien el genotipo determina el
curso del desarrollo de un organismo, la interaccion de éste con diferentes factores
ambientales, puede dar como resultado un nuevo fenotipo. Entre los factores
abidticos, los mas importantes son la temperatura y la disponibilidad de agua.

Asi entendidas, las adaptaciones son una combinacién de caracteres heredados
gue aumentan la probabilidad del organismo para sobrevivir y reproducirse en
determinado ambiente. Como consecuencia, algunos organismos se adaptaron
mejor a un ambiente determinado y son incapaces de sobrevivir en otro (Fahn &
Cutler, 1992; Dickison, 2000).

Los xerdfitos son plantas que crecen en suelos pobres en nutrientes, con escasas
precipitaciones y expuestos a la alta radiacion. Presentan adaptaciones anatémicas
y fisiologicas que les permiten sobrevivir en lugares donde las condiciones
ambientales son adversas. La seleccion natural en ellos ha dado lugar a numerosas
modificaciones, relacionadas principalmente con el transporte y almacenamiento de

agua y para evitar su pérdida por transpiracion (Fahn & Cutler, 1992).

Teniendo esto en cuenta, el estudio de las hojas merece especial atencién, ya que
son consideradas como los érganos mas variables de la planta y sus adaptaciones
fueron histéricamente usadas como indicadores de condiciones ambientales. Entre
las caracteristicas xeromérficas mas comunes se pueden citar la reduccién del
tamafo foliar, la presencia de una epidermis con cuticula gruesa, abundantes
estomas y tricomas, mesofilo con mayor proporcién de parénquima en empalizada y
presencia de cristales, taninos, aceites o resinas, entre otros (Fahn & Cutler, 1992;
Dickison, 2000).

En este marco, los estudios anatomicos cobran especial interés, dado que
permiten un detallado conocimiento de los 6rganos y tejidos, ademas de contribuir a
esclarecer mecanismos de adaptacion, alteraciones estructurales, detectar

estructuras productoras de principios activos, asi como también, aportar datos para
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OBJETIVOS

El objetivo general es estudiar la morfo-anatomia de los 6rganos vegetativos tanto
del sistema caulinar como del radical, con especial referencia a las estructuras

secretoras e indagar en las posibles adaptaciones al ambiente en que habitan.

Objetivos especificos:

1) Estudiar la exomorfologia de las hojas.

2) Analizar y comparar las particularidades de la epidermis foliar.

3) Indagar en la anatomia de las hojas, tallos con crecimiento primario y secundario.
4) Estudiar las particularidades del lefio.

5) Estudiar la anatomia radical, determinando la estructura primaria y secundaria de

las raices embrionarias y laterales.

6) Indagar en la morfoanatomia de los xilopodios, determinando el o los 6rganos

involucrados y valorando su papel en la reproduccion vegetativa.

7) Estudiar la ontogenia, anatomia, distribucion y modo de secrecién de las

estructuras secretoras en todos los érganos.

8) Indagar en las posibles adaptaciones al ambiente en que habitan.
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MATERIALES Y METODOS

Los estudios morfoanatémicos se realizaron en las seis especies de Flourensia del

centro de Argentina, con material proveniente de las siguientes poblaciones:

F. campestris, Delbén 5, 20-11-2009. F. hirta, Delb6on 3, 18-1I- 009. F. leptopoda,
Delbdn 4, 19-11-2009. F. niederleinii, Delbén 1, 16-11-2009. F. oolepis, Delbdn 6, 20-11-
2009. F. tortuosa, Delbon 2, 17-11-2009 (ver datos completos en Tabla 1).

El estudio de las hojas y tallos se realizé en F. hirta, F. leptopoda, F. niederleinii y
F. tortuosa, ya que F. campestris y F. oolepis fueron estudiadas con anterioridad
(Delbon et. al. 2007 a-b).

De cada poblacion se tomaron cuatro individuos al azar; se eligieron especimenes
representativos de la especies, teniendo en cuenta tanto el tamafio como su aspecto
general, para asegurarse que fueran individuos adultos y sanos. De ellos se tomaron
muestras, las cuales fueron fijadas en FAA. Las hojas maduras fueron recolectadas

en la zona apical de las ramas laterales.

Se estudiaron las caracteristicas cuantitativas exomorfologicas de las hojas para lo
cual se utilizaron cinco hojas de cada individuo (4 individuos por especies y 5 hojas
por individuo). En la lamina y el peciolo se midié el largo, el ancho y el espesor, y en
la vena media el espesor. Ademas, se calcul6 el area foliar total (lamina y peciolo)

con el programa Leaf Area Measurement (Askew, 2003).

Con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) se calcul6 la media y el desvios
estandar de cada variable, se realizaron Analisis de Varianza y Test de Tukey
(Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf, 1981) con el objetivo de determinar si existen

diferencias significativas entre las especies.

Para el andlisis de la epidermis foliar se seleccionaron dos hojas de cada uno de
los cuatro individuos y se realizaron extendidos de ambas caras. Los preparados
temporarios se hicieron raspando la epidermis desde una cara de la hoja, hasta
llegar a la cara opuesta, siguiendo la técnica de Metcalfe (D"Ambrogio de Arglieso,
1986). De cada preparado se eligieron al azar tres campos (4 individuos por
especies, 2 hojas por individuo y tres campos de cada cara para cada hoja) y se

cuantificaron las células epidérmicas propiamente dichas y los estomas.
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Con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) se calcularon las frecuencias

medias y los desvios estandares para ambas epidermis de cada especie. Las
variables se compararon estadisticamente utilizando el mismo programa, se
realizaron Analisis de Varianza y Test de Tukey (Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf, 1981)
con el objetivo de determinar si existen diferencias significativas entre las epidermis

de cada especie y entre las especies.

Se determind el indice estomatico para ambas epidermis de cada especie, con la

formula:

|.LE.= (frecuencia de estomas / frecuencia de estomas + frecuencia de células
epidérmicas) X 100 (Stace, 1965).

En el estudio de los tricomas se utilizo la clasificacion y terminologia propuesta por

Ramayya (1962) para la familia Asteraceae.

La anatomia de la lamina foliar se analiz6 en preparados permanentes de cortes
transversales de la region del tercio medio de la misma. El material conservado en
FAA se deshidrat6é en una serie de alcohol etilico y xilol y se lo incluy6 en histoplast.
Se realizaron cortes microtdmicos los cuales se colorearon con azul astral - fucsina

bésica y finalmente se montaron con balsamo de Canadé (Kraus et al., 1998).

Ademas, se realizaron preparados temporarios por peciolos y tallos; para el
estudio del peciolo se trabaj6é con su parte media y proximal, mientras que el estudio
del tallo con crecimiento primario y comienzo del secundario fue realizado en el
primer y segundo entrenudo inmediatamente por debajo de la yema apical. Los
cortes transversales fueron realizados a mano alzada, se tifieron con azul astral —

fucsina basica y se montaron con glicerina 50%.

El estudio del lefio y corteza secundaria se realizO en las seis especies de
Flourensia. Para ello se utilizaron tallos de aproximadamente 2 cm. previamente
fijados en FAA, se hicieron cortes transversales, longitudinales radiales y
longitudinales tangenciales con xil6tomo, los cuales fueron tefiidos con safranina-

azul astral y montados con balsamo de Canada.

Para el andlisis cuantitativo se eligieron al azar cuatro individuos de cada especie,

se tomd una muestra de lefio de cada uno y se realizaron cortes transversales. De
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ellos se eligieron al azar 6 cortes y se contaron los vasos en todo el ancho del dltimo

anillo de crecimiento, siendo el ancho entre 3y 5 campos (4 individuos por especies,
6 cortes de tallo por individuo y 3-5 campos por corte). Se calcul6 el promedio por
cada individuo y luego se promediaron y calcularon los desvios estandares para

cada especie, los valores se expresaron como frecuencia de vasos en 1mm?.

Se realizaron preparados temporarios de macerados de lefo, utilizando una
seccion de tallo de aproximadamente dos centimetros de didmetro y de largo, de un
individuo; se utiliz6 con el método de Jeffrey (Johansen, 1940) y el material se monté
con glicerina 50%. En estos se midi6 el diametro y largo de los vasos y las fibras

libriformes, tomandose 10 mediciones para cada variable.

Se calcularon con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) la media y el desvio
estandar de todas las variables, luego fueron comparadas estadisticamente
mediante andlisis de la varianza y Test de Tuckey (Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf,
1981).

Se determinaron los indices de vulnerabilidad y mesomorfia con las férmulas de
Carlquist (1977):

IV = didmetro de elementos de vaso/ frecuencia de vasos

IM =1V x longitud de elementos de vaso

El sistema radical fue estudiado en las dos especies de Cdérdoba, F. campestris y
F. oolepis con material recolectado en 2010 (Delb6n 7, 21-111-2010 y Delbén 8, 21-111-
2010, respectivamente). Para conocer la estructura radical primaria se estudiaron
raices embrionarias de plantulas de un mes de edad. Se utilizaron 10 raices por
especie y se realizaron cortes transversales a cuatro diferentes alturas desde la
base del hipocétilo hasta el apice radical. Los mismos fueron realizados a mano
alzada, coloreados con azul astral — fucsina basica y finalmente montados con

glicerina 50%.

Con el fin de estudiar el sistema radical completo se utilizaron plantas enteras,
para ello se eligieron al azar individuos jévenes, menores de 1 m, a los cuales se
excavo su sistema radical. In situ se realizaron observaciones de los xilopodios y se

valoro su funcién en la reproduccion vegetativa. Luego el material fue fijado en FAA.
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A los individuos recolectados se les realizaron cortes transversales de raiz principal

y Xilopodio a diferentes alturas y de raices laterales de diferentes grosores. Los
cortes se hicieron a mano alzada cuando fuera posible, siguiendo la técnica
descripta anteriormente. Los cortes de mayor diametro fueron realizados con
xilétomo y tefidos con azul astral — safranina, luego un pasaje por xilol y finalmente

montados con balsamo de Canada.
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RESULTADOS

HOJA

Exomorfologia

Las cuatro especies de Flourensia estudiadas y las 2 ya conocidas son arbustos
ramosos, resinosos, de entre 0,5y 2 m, siendo F. hirta la que presenté menos altura.
Las ramas jovenes se observaron color verde a castafio oscuro, pubescentes y
resinosas, con hojas alternas. Con la formacion de la peridermis en el crecimiento

secundario se vuelven color castafio oscuro (Fig.1 A-F).

Flourensia hirta present6 hojas angostamente lanceoladas, atenuadas hacia el
apice, con margen entero; mientras que, en F. leptopoda fueron rémbico-aovadas
con margen aserrado o dentado. Por su parte, F. niederleinii y F. leptopoda
presentaron margenes siempre enteros y de forma aovada a lanceolada. Los

peciolos resultaron breves en F. hirta y F. niederleinii (Fig. 5 A-D).

Se observaron marcadas diferencias en el tamafio de las hojas, los resultados se
muestran en la Tabla 3. Los analisis de varianza, con p < 0,05 y 1 grado de libertad,
mostraron que existen diferencias significativas en todas las variables analizadas.
Los test de Tukey indicaron entre qué especies hay diferencias. Cabe destacar que
F. tortuosa presentd los mayores valores en todas las mediciones; en contraste, en

F. hirta se observaron los menores valores en la mayoria de las variables.



Biol. Natalia Delbén

TABLA 3. Caracteristicas cuantitativas foliares en especies de Flourensia. Los resultados se
muestran como media con su desvio estandar entre paréntesis, las mediciones se expresan en
mm y el &rea en mm?. Test de Tukey, diferentes letras indican diferencias significativas.

ESPECIES Lamina | Lamina | Lamina | Vena | Peciolo | Peciolo | Peciolo Area
largo ancho | espesor | espesor | largo ancho |espesor| foliar

Flourensia 49,75 7,1 0,32 0,55 2,33 1,15 0,61 258,04
hirta (9,24)a | (1,07)a |[(0,06)ab| (0,09 a | (0,61)a | (0,22)a | (0,13)a | (74,03) a

E_ leptopoda 44,55 22,9 0,28 0,65 8,8 1,33 0,93 659,37
- 1€ptop (6,92)a | (2,85)c | (0,06)a | (0,12)b | (2,21)c | (0,13)a | (0,15)b |(178,67)b
E niederleinii 63,15 11,65 0,32 0,61 6,5 1,18 0,78 541,58
: (13,16)b | (2,01)b | (0,09)ab | (0,11)ab | (2,28)b | (0,22)a | (0,19) b |(205,01) b
E. tortuosa 75,45 25,05 0,38 0,89 9,2 2,03 1,38 1385,25
: (12,36)c | (4,86)c | (0,09b | (0,1)c | (2,69 ¢c | (0,35)b | (0,2)c | (80,66)c

Epidermis foliar

Las células epidérmicas propiamente dichas presentaron formas irregulares en
ambas caras, las paredes anticlinales fueron sinuosas en F. hirta (Fig. 6 A) y
ligeramente sinuosas en las otras 3 especies (Fig. 6 B-D). En todas las especies, los
estomas se diferencian en ambas caras foliares, resultaron de tipo anomocitico, ya
qgue carecieron de células auxiliares y se hallaron rodeados por 4 a 6 células
epidérmicas propiamente dichas (Fig. 6 A-D).

Se presentaron tres tipos de tricomas:

- Eglandular Filiforme Simple: Pie simple, unicelular. Cuerpo pluricelular,
uniseriado, entero, formado por 3 a 6 células isodiamétricas, finalizando en una
célula apical alargada con contenido algo oscuro, opaco, dado posiblemente por la
presencia de sustancias pécticas (Fig. 6 E). Fueron frecuentes en todas las

especies, en ambas caras de las hojas y siguiendo la venacion.
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- Eglandular Conico Simple: pluricelular uniseriado, entero de forma conica y

con su extremo ahusado, formado por 2 6 3 células de diferente longitud (Fig. 6 F -
G). Fueron escasos en F. niederleinii y F. leptopoda y frecuentes en F. tortuosa y F.
hirta; en ésta ultima, fueron de mayor tamafio y abundantes en los bordes de las
hojas.

- Glandular Vesicular Biseriado — subtipo B: pie compuesto, bicelular
biseriado. Cuerpo biseriado, entero, de forma oblonga, compuesto por cuatro o cinco
pares de células de contenido denso (Fig. 6 H - 1). Abundantes en todas las

especies, en ambas caras foliares y en especial siguiendo la venacion.

En la Tabla 4 se muestran la media y desvio estandar de las variables frecuencias
de estomas y de células epidérmicas propiamente dichas, para ambas epidermis de
cada especie. Se realizaron comparaciones entre las epidermis de cada especie, por
separado, para las variables mencionadas. Los resultados del analisis de varianza
mostraron que la frecuencia estomatica es significativamente diferente entre las
epidermis de F. tortuosa, F. niederleinii y F. leptopoda, siendo en todos los casos
mayor en el hipofilo; en F. hirta no se encontraron diferencias significativas. La
frecuencia de células epidérmicas soOlo fue significativamente diferente entre las

epidermis foliares de F. tortuosa, siendo menor en el epifilo.

Luego se compar6 la frecuencia de estomas del hipofilo y epifilo de todas las
especies. Los andlisis de varianza (con p < 0,05 y 3 grados de libertad) indicaron que
existen diferencias significativas en ambas variables. Los resultados del test de
Tuckey (Tabla 5) mostraron que, teniendo en cuenta las frecuencias estomaticas de
los hipofilos, F. tortuosa y F. hirta forman un grupo con valores bajos mientras que

F. niederleinii y F. leptopoda forman otro grupo con valores altos.

Por otro lado, teniendo en cuenta la frecuencia estomatica de los epifilos, las
especies se distribuyeron en tres grupos, F. tortuosa con un valor muy bajo, F. hirta
y F. niederleinii, con valores intermedios y finalmente F. leptopoda con un valor

comparativamente muy alto.
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TABLA 4. Caracteristicas cuantitativas epidérmicas para cada cara foliar de cada especie de
Flourensia. Las variables frecuencias estomatica y de células epidérmicas propiamente dichas
se expresan como media con su desvio estandar entre paréntesis. IE= indice estomatico.
Anova con p < 0,05 y 1 grado de libertad. * = diferencias significativas entre las caras de la

misma especie.

. Frecuencia Frecuencia células indice
ESPECIES | Cara foliar Estomaética Epidérmicas Estomatico
_ Hipofilo 123,68 (25,85) 845,83 (164,13) 12,76
Flourensia
hirta Epifilo 115,35 (18,7) 937,50 (190,68) 10,96
Hipofilo 182,29 (53,2) 1083,33 (318,51) 14,4
F. leptopoda
Epifilo 149,02 (33,15) * | 1145,83 (317,57) 11,51
Hipofilo 169,34 (31,77) 1141,98 (186,52) 12,91
F. niederleinii
Epifilo 124,45 (31,49) * | 1198,56 (190,84) 9,41
Hipofilo 135,86 (27,46) 1433,33 (205,72) 8,66
F. tortuosa
Epifilo 81,39 (39,66) * | 1300,00 (164,18) * 5,89

TABLA 5. Test de Tuckey, comparacion entre los hipofilos y epifilos de todas las especies
para la variable frecuencia estomatica. Se incluyen las medias para su mejor visualizacion.

Diferentes letras representan diferencias significativas.

ESPECIES HIPOFILO EPIFILO
F. tortuosa 135,86 a 81,39 a

F. hirta 123,68 a 115,35 b
F. niederleinii 169,34 b 124,45 b
F. leptopoda 182,29 b 149,02 c
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Lamina
La epidermis es unistratificada, con cuticula gruesa y células epidérmicas
propiamente dichas comprimidas en transcorte (Fig. 7 A - D).

El mesofilo presenté estructura isolateral, el parénquima en empalizada se
encontré6 muy desarrollado en comparacién con el esponjoso que fue escaso; este
ultimo resultdé algo laxo en F. leptopoda (Fig. 7 B) y mas compacto en las otras
especies (Fig. 7 A, Cy D).

Hacia la cara inferior se pudieron encontrar mayor cantidad de espacios
intercelulares y camaras subestomaticas las cuales pueden alcanzar un gran
desarrollo (Fig. 7 A-D).

El sistema vascular estuvo representado por hacecillos colaterales. En general,
salvo en los mas pequefios, los acompafaron grupos de fibras que se ubicaron por
fuera del floema. Todos los haces se hallaron incluidos en una vaina de células
parenquimaticas, en los haces mayores, ésta se prolongd hacia ambas epidermis
constituyendo las extensiones de la vaina (Fig. 7 E-H) y frecuentemente se
encuentran conductos secretores (Fig. 7 C-D).

La vena media presentd de un sélo haz central en F. hirta (Fig. 7 E) y F. leptopoda
(Fig. 7 F), tres en F. niederleinii (Fig. 7 G) y cinco en F. tortuosa (Fig. 7H); algunos
hacecillos estuvieron acompafiados por fibras.

En todas las especies los conductos secretores se diferenciaron con mayor
frecuencia hacia el floema, siendo los de F. hirta los que tuvieron mayor diametro
(Fig. 7 E). Se observaron como espacios largos que recorren longitudinalmente al
organo, limitados por un epitelio unistratificado de células secretoras que
presentaron contenido denso. Estos espacios resultaron de origen esquizégeno, es
decir, originados por separacién de las paredes de las células vecinas, sin que éstas

se desintegren.

Peciolo

La epidermis fue unistratificada y la cuticula gruesa. Se encontraron abundantes
tricomas, en especial del tipo glandular. Por debajo de la epidermis se observaron 2
0 3 estratos de colénquima angular compacto y por dentro la misma cantidad de
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clorénquima y luego parénquima de reserva. En los estratos internos, proximos a los

haces vasculares, se ubicaron los conductos secretores (Fig. 8 A-D).

Los hacecillos vasculares fueron colaterales cerrados y en general estuvieron
acompafados por fibras perivasculares. En F. hirta (Fig. 8 A) se observaron 3 a 5
hacecillos y conductos secretores solo hacia el hipofilo. En F. leptopoda (Fig. 8 B) y
F. niederleinii (Fig. 8 C), 3 a 7 hacecillos y los conductos secretores se encuentran
hacia ambas caras. F. tortuosa (Fig. 8 D) presentd 5 a 9 hacecillos y los conductos
secretores fueron de mayor didmetro y se diferenciaron hacia el hipofilo, con poca
frecuencia aparecieron algunos hacia el epifilo.
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Figura 5. Exomorfologia foliar. A: Flourensia hirta.
tortuosa. Escala: 10 mm.

B: F. leptopoda. C: F. niederleinii. D: F.
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D — ._."‘

Figura 6. Epidermis foliar. A, Ey G: Flourensia hirta. B: F. leptopoda. Cy: F. niederleinii. D, Fy H: F. fortuosa.
A-D: epidermis inferior en vista superficial. E-G: tricomas eglandulares en vista superficial. H: tricoma glandular
en vista superficial. I: tricoma glandular en corte transversal. Escala: 30um. Abreviaturas: es: estoma, te: tricoma
eglandular, tg: tricoma glandular.
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Figura 7. Anatomia de lamina foliar. Ay E: Flourensia hirta. By F: F. leptopoda. Cy G: F. niederleinii. Dy H: F.
tortuosa. A-D: Corte transversal por hoja a la altura del mesofilo y E-F: vena media. Escala: 100 um.
Abreviaturas: co: colénquima, es: parénquima esponjoso, ep: epifilo, ev: extensiones de la vaina, fi: fibras, fl:
floema, hi: hipofilo, tg: tricoma glandular, v: vaina, x: xilema, * conductos secretores.
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Figura 8. Anatomia de peciolo y tallo. A: Flourensia hirta. By F: F. leptopoda. C: F. niederleinii. D y E: F.
foutuosa. A-D: corte transversal por peciolo. E: corte transversal de tallo primario y F: tallo con comienzo de
crecimiento secundario. Escalas: A-D: 200 um. E - F: 150 um. Abreviaturas: co: colénquima, epi: epidermis, fe:
feldégeno, fi: fibras, fl: floema, m: médula, pe: peridermis, x: xilema, * conductos secretores.
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TALLO

Crecimiento primario

Resultaron circulares en corte transversal. La epidermis fue unistratificada con
cuticula engrosada y los tricomas fueron abundantes en las partes jovenes en
especial los glandulares. Por debajo de la epidermis se encontraron 4 a 6 estratos
de colénquima angular y 5 a 7 de clorénquima. Se observaron conductos secretores
en el parénquima cortical, préximos al sistema vascular; ademdas, unos pocos
conductos aparecieron en la médula. El tejido vascular se dispuso inicialmente
formando una eustela. Los hacecillos fueron colaterales abiertos y estuvieron
separados por parénquima interfascicular, los haces mayores presentaron un
casquete notable de fibras por fuera del floema y en menor cantidad hacia la médula
(Fig. 8 E-F).

El crecimiento en espesor, comenzd en estados tempranos del desarrollo de los
tallos. El felégeno en todas las especies, tuvo su origen en el primer estrato de
células corticales, inmediatamente por debajo de la epidermis y forma la peridermis.
Como consecuencia de la actividad del cambium, el volumen de los tejidos
vasculares aumentd, la eustela perdié su forma ya que los hacecillos se unieron y

formaron un cilindro continuo (Fig. 8 F).

Crecimiento secundario

Externamente, los tallos con crecimiento secundario mostraron una coloracion
marron oscuro (Fig. 9 A-C), al cortarlos o dafarlos secretaron una gran cantidad de
resina color amarillo — anaranjado (Fig. 9 A y B). En los cortes transversales pudo
observarse que las resinas eran secretadas en la corteza, especificamente en el
floema secundario (Fig. 9 D y E). Ademas, se observaron zonas en las cuales el
centro del lefio se encontraba tefiido de marrén — rojizo, formando un duramen, las

cuales siempre estaban asociadas a heridas internas o superficiales (Fig. 9 Ey F).
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Anatémicamente, la corteza presentd una peridermis desarrollada, como tejidos de
proteccién, formada de numerosas capas de suber y pocas de felodermis. La
corteza primaria se mantuvo por un tiempo, presentd grupos de fibras y conductos
secretores. En el floema secundario se encontraron gran cantidad de conductos
secretores y grupos de fibras. Los radios floematicos se continuaron con los del

xilema, ensanchandose hacia la corteza (Fig. 10 Ay B).

En general, el primer anillo de crecimiento y el xilema primario se encontraron con
sus vasos obliterados, formando el duramen. La sustancia contenida en los vasos
resultdé ser resinosa, igual que la secretada por los conductos. En la médula,
compuesta de células parenquimaticas, se encontraron conductos secretores con las

mismas caracteristicas descriptas anteriormente (Fig. 10 C y D).

Los anillos de crecimiento fueron marcados, la porosidad varié6 de semicircular a
circular. En el lefio temprano se observé mayor densidad de vasos y de diametro

algo mayor, en tanto que en el lefio tardio fueron abundantes las fibras (Fig.11 A-F).

Los vasos se encontraron en general agrupados y acompafnados de traqueadas.
El parénquima axial no fue muy abundante y se distribuyé rodeando los vasos, por lo
gue fue escasamente paratraqueal (Fig.12 Ay B).

En los cortes longitudinal tangencial se observé que los radios eran 1-4 seriados.
Se vio que los miembros de vaso eran cortos y se pudo distinguir las traqueidas de
las fibras (Fig.12 C y D). en los cortes longitudinal radial se observé que los radios
son homogéneos, es decir formados solo por células procumbentes (Fig.12 E).

En los materiales macerados pudo observarse que algunos elementos de vasos
presentaron prolongaciones en el extremo de sus paredes y engrosamientos
helicoidales; en todos los casos las puntuaciones fueron areoladas y las placas
perforadas simples. Se encontraron fibras libriformes y fibrotraqueidas con
engrosamientos helicoidales (Fig. 12 F y G).

En la tabla 4 se muestran los valores de ancho y largo de los elementos de vaso y
de las fibras libriformes. Se realizaron comparaciones entre las especies para las
cuatro variables mencionadas, los andlisis de varianza (con p < 0,05 y 5 grados de
libertad) mostraron diferencias significativas en todas las variables, excepto en el

diametro de las fibras.
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Los resultados del test de Tuckey indicaron que para la variable didametro de vaso

existieron diferencias significativas entre F. leptopoda que present6 el valor mayor y
F. campestris, F. niederleinii y F. oolepis con los menores valores. Para la variable
largo de vaso, F. campestris y F. leptopoda mostraron valores mayores y
significativamente diferentes a las restantes especies. Finalmente, el largo de las
fibras en F. campestris y F. oolepis fue mayor y significativamente diferente a las

demas especies.

La densidad de vasos resultd alta (Tabla 6), varia entre 140,19 y 233,77. Los
indices de vulnerabilidad variaron entre 0,20 - 0,31 lo que indica que la conduccion
de agua es muy segura; mientras que, los indices de mesomorfia se encontraron

entre 27,41y 48,42 lo que corresponde a plantas xeromorficas.

TABLA 6. Caracteristicas cuantitativas de lefio en especies de Flourensia. Las variables se
expresan en milimetros, como media con su desvio estandar entre paréntesis. Test de Tukey

con p < 0,05, diferentes letras indican diferencias significativas. V= indice de
Vulnerabilidad, IM= Indice de Mesomorfia.
-z -z Lar 0 .
ESPECIES Diametro Largo Diametro g Densidad IV M
vasos vasos fibras fibras vasos
i 0,03 0,17 0,01 0,59
FlourenS|_a 140,19 0.31 | 48,42
campestris (0,01) a (0,03) ¢ (0,002) (0,11) bc (36,23)
0,04 0,14 0,01 0,43
F. hirta 164,94 0,27 | 36,94
(0,02)ab | (0,02) ab (0,004) (0,08) a (40,08)
0,06 0,17 0,01 0,5
F. leptopoda 233,77 0,24 | 40,23
(0,01) b (0,03) bc (0,002) (0,08) ab (39,98)
0,03 0,14 0,01 0,45
F. niederleinii 144,63 0,22 | 29,74
(0,01) a (0,02) a (0,003) (0,08) a (27,027)
0,03 0,13 0,02 0,66
F. oolepis 160,16 | 50 | 27,41
(0,01) a (0,03) a (0,004) (0,07) ¢ (19,69)
0,04 0,14 0,02 0,48
F. tortuosa 165,09 0,25 | 35,96
(0,02)ab | (0,01)ab (0,002) (0,08) b (29,52)
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Figura 9. Exomorfologia de tallo con crecimiento secundario. Vista externa general de A: Flourensia
niederleinii. B: F. hirta. C: F. tortuosa. Notese en Ay B la gran cantidad de resina secretada en las heridas. Corte
transversal de D: F. oolepis, con gran cantidad de resina en la corteza. E: F. campestri con resina en la corteza y
heridas en el duramen. F: F leptopoda con una herida antigua y duramen. Abreviaturas: a: albura, c: corteza, d:
duramen, le: lefio, punta de flecha: secrecion resinosa. Escala: 1 cm.
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Figura 10. Anatomia de tallo secundario. A, C y D: Flourensia campestris. B: F. oolepis. A: vista general de
corteza y leno. B: detalle de corteza con conducto secretor. C: médula con conductos y primer anillo de
crecimiento con poros obliterados. D: detalle de médula con conductos secretores y xilema primario obliterado.
Escalas: A-C: 80um. D: 45 um. Abreviaturas: cp: corteza primaria, fi: fibras, fs: floema secundario, It: lefio
temprano, m: médula, pe: peridermis, rf: radio floematico, rx: radio xilematico, v: vaso, xp: xilema primario, xs:
xilema secundario, * conductos secretores.
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Figura 11. Anatomia de lefio. Corte transversal. A: Flourensia campestris. B: F. hirta. C: F. leptopoda. D: F.
niederleinii. E: F. oolepis. F: F. tortuosa. Escala: 90um. Abreviaturas: fi: fibras, pa: parenquima vertical, r: radio,
v:vaso. Las flechas indican el lefio temprano.
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Figura 12. Anatomia del lefio. A. Flourensia oolepis. B-E: F. campestris. F: F niederleinii. G: F. leptopoda. A-B:
detalle de grupo de poros en corte transversal. C: corte longitudinal tangencial y D: detalle de radios. E: corte
longitudinal radial. F: macerado mostrando vasos y traqueidas y G: macerado mostrando vasos de diferentes
diametros y una fibra libriforme. Abreviaturas: fi: fibras, pa: parénquima axial, rx: radio xilematico, tr: traquida, v:

vaso. Escala: 50 um. CyE: 100 um.
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RAIZ

El sistema radical es alorrizo, en el cual se diferencié una raiz principal y raices
laterales. En plantulas joven se observé un engrosamiento en la base de la raiz
principal, por debajo del nivel del suelo, el cual se consider6 el comienzo del
desarrollo del xilopodio, en ese engrosamiento se diferenciaron numerosas yemas
(Fig. 13 Ay B; Fig. 14 D).

El xilopodio sigio su desarrollo volviéndose méas voluminoso (Fig. 13 C y D), hasta
que finalmente su forma fue irregular, con una corteza rugosa. Presentd numerosas
yemas, las cuales pueden originar tanto brotes y ramas laterales, como asi también

raices adventicias (Fig. 13Ey F; Fig. 14 Ey F).

En Flourensia campestris se comprobd que luego de un incendio, el cual quemé
totalmente la parte aérea de las plantas, éstas rebrotaron desde la base (Fig. 14 Ay
B). Cuando se indag6 en el origen de estos brotes se pudo comprobar que se
desarrollaron a partir de yemas del xilopodio que nacian por debajo del nivel del
suelo (Fig. 14 C - F).

No se obsevo que se desarrollen nuevas plantas a partir del xilopodio, por lo que
este drgano no tendria ninguna funcion en la reproduccién vegetativa, si en cambio

en la recuperacion de la planta dafiada.

En cuanto a la anatomia de las raices con estructura primaria, en seccion
transversal, tanto la raiz principal como de las laterales, presentaron epidermis
unistratificada con células comprimidas de paredes tangenciales externas algo
engrosadas. La corteza constd de 5 6 6 estratos de células parenquimaticas
redondeadas; la exodermis se compuso de un estrato de células algo mayores que
las parenquimaticas subyacentes; mientras que, las células de la endodermis se
observaron méas pequefias. El periciclo fue uni o bi estratificado, con células de
paredes delgadas. Con respecto al cilindro central, la raiz principal presentd dos,
tres o cuatro polos de protoxilema que alternaron con el floema; mientras que, las
raices laterales presentaron entre tres y cinco polos. El metaxilema ocupé la zona

central, por lo que la raiz carecié de médula (Fig. 15 Ay B).

El crecimiento secundario comenzé temprano en el desarrollo de las raices,

cuando estas alcanzaron aproximadamente entre 1 y 2 mm, y se evidencio por la
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actividad tanto del cambium como del felégeno. En la zona central, donde se hallaba

el metaxilema, aparecieron fibras con paredes gruesas. El cambium comenz6 a
formar abundante xilema secundario y escaso floema secundario. Se formaron
conductos secretores esquizégenos, generalmente se hallaron de a pares en la
corteza, hacia fuera de los polos de floema. El felogeno formé la peridermis que

consto de células suberificadas de forma irregular y felodermis (Fig. 15 C).

El crecimiento secundario continué con la normal actividad tanto del cambium
como del fel6geno, observandose una gran produccion de suber y el colapso de las
capas de células de la corteza primaria (Fig. 15 D).

Cuando la raiz alcanz6 un didmetro de 2 a 3 mm se observaron grandes grupos de
fibras hacia dentro de los conductos, entre éstos y los polos de floema que todavia
se visualizaban, de modo que hay tantos grupos de fibras y pares de conductos,
como polos de floema primario (Fig. 15 E).

En raices con mayor didmetro se pudo observar anillos de crecimiento formados
por la actividad estacional del cAmbium, la porosidad fue circular con abundantes
fibras. El floema secundario en este punto fue abundante y continuo, en él se
formaron nuevos conductos secretores de menor tamafio. Aparecieron numerosos
grupos de fibras de diversos tamafios y la corteza primaria colapsd por completo
junto con los conductos secretores (Fig. 15 F).

El estudio anatomico del xilopodio reveld que corresponde a una modificacién que
comprende parte del tallo y de la raiz. Cortes en ambas 6rganos se muestran en la
Fig. 16. En ellos se observé un desarrollo secundario normal, con numerosos anillos
de crecimiento de porosidad circular. Los vasos no resultaron abundantes y en
cambio se encontraron gran cantidad de fibras; los radios se destacaron por su
abundancia y desarrollo. La corteza secundaria se hall6é desarrollada, con conductos
secretores y grupos de fibras en el floema secundario (Fig. 16 D). En los cortes por
xilopodio a la altura de la raiz se encontr6 que el xilema primario en la zona central,
presenta un numero variable de polos de metaxilema; en la Fig. 16 B y C se
muestran tres de esos polos. En los cortes a la altura del tallo se observé una
médula parenquimatica (Fig. 16 F).
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Figura 13. Exomorfologia y desarrollo de xilopodio. Flourensia oolepis. A: plantula joven con xilipodio
incipiente y B: detalle a la altura del cuello de la raiz principal. C: plantula con mayor desarrollo del xilopodio y D:
detalle de xilopodio con yemas. E: planta joven y F: detalle de xolopodio con yemas y raices laterales.
Abreviaturas: ra: raiz adventicia, r: raiz lateral, rp: raiz principal, y: yema, x: xilopodio. Escala: 2 cm.
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Figura 14. Rebrote de yemas del xilopodio luego de un fuego en Flourensia campestris. A y B: plantas
adultas quemadas con rebrotes en sus bases. C: planta joven semi escavada mostrando una rama quemada y
ramas nuevas nacidas del xilopodio. D: misma planta completa mostrando xilopodio poco engrosado del cual
nacen ramas Yy raices adventicias. E: planta adulta con xilopodio desarrollado y F: detalle de xilopodio con
numerosas yemas. Abreviaturas: br: brote, ra: raiz adventicia, rn: rama nueva, rl: raiz lateral, rp: raiz principal, rq:
ramaquemada, x: xilopodio. Escala: 2 cm.

ﬂ,



Biol. Natalia Delbén

L 3 o, L Sl {

Figura 15. Anatomia radical. A, D, E y F: Flourensia oolepis. By C: F.campestris. A: raiz principal de plantula
con tres polos de metaxilema. B: raiz principal de plantula con cuatro polos de metaxilema.C: raiz lateral de
planta adulta con comienzo de crecimiento secundario mostrando cinco polos. D: raiz lateral con tres polos. E:
misma raiz de D con mayor desarrollo. F: raiz principal con crecimiento secundario mostrando un anillo de
crecimiento. Abreviaturas: c: conductos, cp: corteza primaria, cs: corteza secundaria, e: epidermis, en:
endodermis, ex: exodermis, f: fibras, f: floema primario, fs: floema secundario, p: periciclo, pe: peridermis, x:
xilema primario, xs: xilema secundario. Escalas: Ay B: 100 um. C - D: 200 um.
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Figura 16. Anatomia del xilopodio en Flourensia oolepis. A: corte a la altura de la raiz, vista general. B:
detalle de zona central. C: detalle de xilema primario con tres polos de metaxilema. D: zona de cambium,
mostrando un anillo de crecimiento en el xilema secundatio y conductos secretores en el floema secundario.
E: corte a la altura del tallo, vista general. F: detalle de zona central mostrando la médula de células
parenquimaticas. Abreviaturas: an: anillo de crecimiento, c: conducto, co: corteza secundaria, f: fibras, m:
medula, p: poro, pa: parenquima axial, r: radio, x: xilema primario, xs: xilema secundario. Escalas: A, Ey F:
300 um. B, CyD: 200 mm.
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DISCUSION

Las diferencias mas notables entre las especies de Flourensia analizadas se
encontraron en la exomorfologia foliar, ya que se observdé una gran variacién en
cuanto a la forma de las hojas y el tamafio de las laminas y peciolos. Nuestas
observaciones concuerdan con las reportadas anteriormente (Dillon, 1984; Ariza
Espinar, 2000).

Segun varios autores, la reduccion del tamafio de las hojas en especies de
ambientes aridos podria ser considerada una importante adaptacién, ya que
disminuiria la pérdida de agua por transpiracion (Fahn, 1990; Fahn & Cutler, 1992;
Dickison, 2000). Teniendo en cuenta esta hipotesis, F. hirta y F. leptopoda podrian
ser consideradas las especies mejor adaptadas al ambiente en que viven. Se desea
resaltar en este punto, la importancia del tamafo y la forma de las hojas como

caracteres taxonomicos fundamentales para la identificacién de las especies.

Si bien las especies estudiadas son perennes, pierden gran parte de su follaje en
invierno. En muchas otras especies de este género se ha observado que las hoja
son caducas dependientes de la sequia, de modo que, el grado de pérdida de las
hojas depende de la duracion y severidad de los periodos de sequia (Dillon, 1984).
En F. thurifera, especie del centro de Chile, las hojas gradualmente se secan a
medida que la sequia avanza, hasta que solo unas pocas hojas terminales
sobreviven. Esta caracteristica seria ventajosa en periodos desfavorables ya que
previene la pérdida de agua por transpiracion (Mooney y Kummerow, 1971).

Las especies estudiadas presentaron una gran similitud en la morfoanatomia de
sus Organos vegetativos, asi como F. campestris y F. oolepis estudiadas
previamente (Delbon et al. 2007a).

En la epidermis se encontraron abundantes estomas anomociticos en ambas caras
foliares, lo cual se considera ventajoso en ambientes xéricos, ya que permitirian una

mayor eficiencia en el intercambio gaseoso, en poco tiempo.

Por otro lado, es posible diferenciar las especies teniendo en cuenta una
caracteristica cuantitativa epidérmica de valor taxonémico como lo es la frecuencia

estomatica, ya que los analisis estadisticos realizados mostraron que existen
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diferencias significativas entre las especies. Los resultados estan en concordancia
con los anteriormente publicados (Delbén et al.,, 2007b), en F. campestris la
frecuencia de estomas fue de 170,82 + 27,18 en el epifilo y de 198,03 + 35,42 en el
hipofilo y en F. oolepis de 149,64 + 22,3 en el epifilo y de 198,03 = 35,42 en el
hipofilo.

Las células epidérmicas propiamente dichas también precentan caracteristicas
adaptativas. En condiciones de sequia, cuando la presién de turgencia es negativa,
los engrosamientos de la pared y el volumen pequefio de las células le darian mayor
resistencia al colapso, ademas, el espesor de la cuticula seria importante para la

prevencién contra la desecaciéon (Fahn, 1990; Fahn & Cutler, 1992).

Con respecto a los tricomas, se encontraron tres tipos, dos eglandulares y uno
glandular. Cabe destacar que si bien la presencia de tricomas es comun para el
género, numerosas especies presentan hojas glabras, tal es el caso de F.
retinophylla S. F. Blake, F. peruviana Dillon y F. polycephala Dillon (Dillon, 1984).

Los tipos de tricomas coinciden parcialmente con las observaciones realizadas
anteriormente en F. campestris y F. oolepis, ya que en éstas no se hallaron tricomas
egladulares del tipo cénico simple (Delbdn et al., 2007 a, b). En cambio, los tricomas
glandulares resultaron iguales, ya que también constaron de diez o doce células
dispuestas en dos hileras; presentaron un pequefio pie bicelular biseriado y una gran
cabezuela pluricelular biseriada, formada por cuatro o cinco pares de células de
contenido denso. En esas dos especies los tricomas glandulares resultaron muy
abundantes en los primordios foliares, formando una capa densa, protectora del
apice caulinar. Su origen y ontogenia fue minuciosamente estudiado y se observo
gue se desarrollan a partir de una Unica célula epidérmica que se agranda, luego se
divide simétricamente en forma anticlinal resultando dos células, ambas sufren
sucesivas divisiones periclinales formando un tricoma de cuatro células, seis, ocho,

diez y finalmente doce células (Delbdn et al., 2007 a).

Este tipo de tricomas glandulares son muy comunes en casi todas las compuestas
(Ramaya, 1962; De Moraes Castro, 1997), tanto en especie perteneciente a la tribu
Heliantheae (Aguilera et al., 2004), como en tribus cercanas (Rossi Monteiro et al.,
2001; Funk et al., 2009). En Baccharis coridifolia DC. (Astereae) se observé que los
tricomas reaccionaron positivamente a los test de compuestos lipofilicos y fendlicos,
confirmando su caracter secretor (Budel & Duarte, 2007). En Stevia rebaudiana

|



Biol. Natalia Delbén

(Bertoni) Bertoni (Eupatorieae) se encontr6 el mismo tipo morfolégico de tricoma
glandular descrito en el presente trabajo; ademas, la ontogenia es similar, asi como
también, el hecho que aparecen temprano en el desarrollo de las hojas. Las Unicas
diferencias son que sus tricomas estan formados por diez células y que la secrecion
gueda retenida en la cuticula que los rodea (Monteiro et al., 2001). En Flourensia
estan formados generalmente por 12 células y la secrecion resinosa se vierte en la

superficie de la hoja.

Desde el punto de vista ecoldgico, la resina secretada por los tricomas glandulares
podria jugar un rol importante en la reduccién de la pérdida de agua por
transpiracion, por lo que esta caracteristica es considerada como un adaptacion a
ambientes aridos. En tanto, la funcion de los tricomas eglandulares en relacion con
la economia de agua puede ser directa o indirecta. Contribuyen directamente a
disminuir el movimiento de aire en la superficie externa que rodea la epidermis,
permitiendo asi concentrar el vapor de agua en este sector y evitar la excesiva
transpiracion. Por otro lado, se considera que indirectamente regulan la temperatura
a través de la reduccién de la absorcion de energia radiante o por reflexion de la luz
(Fahn & Cutler, 1992).

En las especies del género Encelia, hermano de Flourensia, se registraron cuatro
tipos de tricomas, que varian en su densidad segun las especies. Se observaron
pelos eglandulares uniseriados con base unicelular o multicelular y pelos
moniliformes, mientras que los glandulares fueron biseriados. Numerosos estudios
sobre la funcién de estos tricomas concluyeron que son los responsables de
incrementar la refractancia y disminuir la absorbancia de la luz en las hojas, lo cual
disminuye la temperatura de la misma (Ehleringer & Bjorkman, 1978 a, b; Ehleringer,
1982; Ehleringer & Cook, 1987). Especificamente se pudo constatar que en hojas
donde los pelos eglandulares con base multicelular eran mas abundantes, era mayor

la refractancia (Ehleringer & Cook, 1987).

Por ultimo, las caracteristicas epidérmicas observadas, como tipo y frecuencia de
estomas y tricomas, pueden ser utilizadas como caracteres confiables para la
diferenciacién de las especies de Flourensia estudiadas. Iguales conclusiones se
han reportado con anterioridad para otras Asteraceas (De Morales Castro et al.
1997; Adedeji & Jewoola, 2008) y en especial en especies Argentinas de importancia
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medicinal u ornamental (Vignale & Gurni, 1999; Delbdn et al. 2007a; Freire et al.,
2007; Gil et al., 2012).

En general, en la familia las hojas presentan una estructura foliar dorsiventral, pero
también pueden encontrarse en menor proporcion estructuras isolateral (Jeffrey,
2007). Asimismo, en unos pocos casos, como por ejemplo el género Isostigma Less.
(Heliantheae) el mesofilo presenta estructura Kranz, el que a su vez puede ser de
tres tipos diferentes (Peter & Katinas, 2003); de este modo, en la familia existe una

gran variedad de estructuras foliares y mecanismos fotosintéticos.

En las especies estudiadas el mesofilo resultd isolateral y el parénquima en
empalizada presenté un gran desarrollo, a expensas del esponjoso. Esta estructura
responde al mecanismo C3 de fijacibn de CO2, considerado poco eficiente en
plantas de ambientes rigurosos. A pesar de ello, la presencia de abundante tejido en
empalizada y alta densidad de estomas en ambas epidermis permitiria mayor
eficiencia en la fotosintesis y un rapido intercambio de gases. Asimismo, las
extensiones de la vaina, ayudarian a la conducciéon de agua ya que conectan los
haces vasculares con la epidermis (Fahn, 1990; Fahn & Cutler, 1992; Dickison
2000).

Las diferencias anatoémicas entre las especies se relacionan con las
particularidades del sistema vascular. F. hirta y F. leptopoda presentaron menor
namero de hacecillos vasculares en la vena media y en el peciolo, en comparacion
con las restantes especies, incluida F. campestris y F. oolepis (Delbén et al., 2007a);
esto podria ser considerado como una consecuencia de la reduccion del tamafio de

las hojas.

Tanto el peciolo como el tallo primario y secundario presentaron rasgos
xeromorficos, entre los que se destacan abundantes fibras y conductos secretores,
gue estarian relacionadas con la proteccion de los tejidos vasculares (Fahn, 1990;
Fahn & Cutler, 1992; Dickison 2000).

Cabe destacar la presencia y abundancia de conductos secretores, los cuales se
observaron en todos los 6rganos vegetativos, de todas las especies. Fueron de
origen esquizdgeno, presentaron un epitelio secretor unistratificado y se lo encuentro

siempre asociados al sistema vascular. Estos resultados concuerdan con los
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reportados anteriormente en F. campestris y F. oolepis (Delbon et al. 2007 a), asi

como en otros géneros de Asteraceae (Castro et al., 1997; De Moraes Castro 1997;
Simon et al., 2002; Lapp et al., 2004; Molares et al., 2009). Aguilera et al. (2004),
observaron que las secreciones de los conductos reaccionaron positivamente a los
tests de compuestos fendlicos y alcaloides. Se considera que la secrecion interna de
terpenos y otras sustancias ayudaria a proteger la planta de herbivoros y patégenos,
ya que so6lo saldrian al exterior si la planta es herida, ademas de contribuir al
balance hidrico (Fahn, 1979, 2002).

Sumado a esto, la presencia de diversas estructuras secretoras, y en
consecuencia de una gran cantidad y variedad de productos quimicos, esta
intimamente relacionada con la aparicion de efectos alelopaticos, es decir, la
inhibicion de la germinacion o el crecimiento de otras especies vegetales.

Este efecto ha sido ampliamente estudiado y comprobado en la especie chilena
Flourensia thurifera (Fuentes et al., 1987) y recientemente se observo que F.
campestris y F. oolepis inhiben la germinacion y el desarrollo de Lactuca sativa L.
(Silva et al., 2008; 2012). El efecto alelopético es importante ecolégicamente ya que
una especie se vuelve dominante en el sitio, disminuyendo la diversidad y con una
alta probabilidad de que se vuelva invasora (Fuentes et al., 1987); en las especies
de Flourensia estudiadas se puede inferir la presencia de este fendmeno ya que las

poblaciones aparecen casi puras, en manchones donde son dominantes.

Iguales observaciones se llevaron a cabo en poblaciones de Encelia farinosa A.
Gray ex Torr., esta especie también produce efectos alelopaticos, ya que se ha
demostrado que los compuestos quimicos de sus hojas y tallos causan una notable
inhibicion del crecimiento en tomate (Solanum lycopersicum L.), lechuga (Lactuca
sativa) y otras plantas de cultivo (Gray & Bonner, 1948; Wright et al., 2013). Los
autores concluyen que este efecto tendria gran importancia en relacién con el hecho
de que solo unos pocos especimenes de plantas anuales crecen en relacién

estrecha con ese arbusto.

Como se ha dicho anteriormente, de acuerdo al habitat donde los vegetales se
desarrollen, seran diferentes las estrategias para optimizar y asegurar la conduccion
de agua. Las especies arbéreas que habitan en zonas tropicales humedas tienen su

sistema Xxileméatico preparado para conducir grandes volimenes de agua en poco
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tiempo. Por ello presentan, en general, maderas con elementos vasculares largos,

poros medianos a grandes, y poco numerosos. Por el contrario, las especies que
viven en ambientes aridos y semiaridos, deben estar preparadas para conducir la
escasa cantidad de agua distribuida en un periodo anual determinado. Estas
presentan poros pequefios, muy numerosos y agrupados en racimos o bandas
radiales o tangenciales. Estas caracteristicas aseguran la conduccion de agua bajo
una alta presién negativa y evitan el bloqueo de la conduccién debido a las embolias
y cavitacion (Carlquist, 1988; Lindorf, 1994).

Las caracteristicas encontradas en el lefio de las especies de Flourensia muestran
una estrecha relacion con el ambiente arido y semiarido en el cual habitan.Todas las
especies presentaron porosidad de semicircular a circular, esto permitiria una
conduccién rapida en el lefio temprano a través de los vasos grandes, mientras que,
la conduccién seria mas segura en el lefio tardio gracias al menor diametro de los
vasos (Woodcock, 1994). Ademas, se encontré una alta frecuencia de vasos, de
didmetro relativamente pequefio y reunidos en grupos; estas caracteristicas son
consideradas xeromorficas ya que se relacionan con una alta eficiencia en la
conduccién. En particular, el agrupamiento de los vasos garantizaria una mayor
seguridad ya que si el flujo de agua a través de un vaso se interrumpe, podria
continuar a través de los vasos adyacentes (Baas et al., 1983; Bass & Carlquist,
1985; Carlquist, 1977, 1984, 1988; Lindorf, 1994).

Por ultimo, los indices de vulnerabilidad y mesomorfia confirman que estas
especies estan adaptadas para sobrellevar las condiciones adversas en las que se
desarrollan. Ademas, La presencia de conductos secretores productores de resina
en la corteza y médula protegerian a la planta contra herbivoros y patégenos.
Ademas, cuando se produce algiun dafio o herida se estimula la produccion de
resina que oblitera las células conductoras para evitar la perdida de savia (Lindorf,
1994).

Numerosos son los trabajos que confirman la relacion entre la aridez de un
ambiente y las caracteristicas anatdémicas de las especies vegetales que habitan en
el. Villagra & Roig Jufient (1997) reportaron caracteristicas xeromorficas en Prosopis
argentina que habita las provincias de Mendoza, San Juan, La Rioja y Catamarca.
Esta especie presenta alta densidad de vasos, agrupados y de didmetro reducido.

]



Biol. Natalia Delbén

Moglia & Gimenes (1998) estudiaron 46 especies arbéreas de la Region Chaquefia

de Argentina y encontraron que las especies que se encuentran en las zonas central
del pais, en la regién del Chaco Seco donde son menores las precipitaciones,
presentaron mayores caracteristicas xeromorficas, como por ejemplo, mayor
densidad de vasos y de menor tamafo. Esto concuerda con lo observado en las

especies de Flourensia, las cuales habitan ese misma zona geogréfica.

En la familia son comunes los érganos de reserva subterraneos, principalmente en
herbaceas perennes y formas arbustivas, encontrandose una gran variedad, como
por ejemplo tubérculos radicales, rizomas tuberosos, rara vez cormos o

lignotubérculos (Jeffrey, 2007).

En las especies estudiadas se observaron xilopodios formados por el
engrosamiento del tallo y la raiz. Presentaron numerosas yemas, las cuales pueden
dar origen a ramas o raices adventicias. Sin embargo, no se observdé que se
desarrollen nuevas plantas a partir del xilopodio, por lo que este érgano no tendria
funcion reproductiva. En cambio, seria el responsable del rebrote en las plantas
dafiadas, ya que se observé que luego de un fuego se desarrollaron nuevas ramas a
partir de yemas por debajo del nivel de suelo. Esta caracteristica es de vital
importancia en las zonas serranas donde habitan ya que la frecuencia de fuego es
alta, en especial en las sierras de Coérdoba (Renison et al., 2002; Gurvich et al.,
2005; Verzino et al., 2005; Giorgis et al., 2011, 2013).

Estas observaciones confirman la capacidad regenerativa de estas especies,
observada por Verzino et al. (2005). Los autores estudiaron el efecto de los
incendios forestales sobre la composicion floristica, la estructura y la diversidad de la
vegetacién del Bosque Serrano en la provincia de Cérdoba. Observaron que en F.
campestris la regeneracién fue muy importante en zonas con 2 y 9 afios de
antigliedad del incendio y destacaron la capacidad adaptativa de esta especie frente
a los incendios. Asimismo, esta funcion regenerativa del xilopodio luego de una
guema o de un periodo desfavorable de sequia prolongada, a sido observada para
otras especies de la familia (Vilhalva & Appezzato da Gloria, 2006).

Como se ha dicho con anterioridad, en Asteraceae es comun la presencia de

estructuras secretoras, las cuales han sido ampliamente estudiadas en los 6rganos

|

aéreos, sin embargo no son tan numerosos los estudios del sistema radical.
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En las especies estudiadas se encontraron conductos secretores esquizégenos

tanto en las raices principales como en las laterales, ubicados en la corteza y en el
floema secundario. Estas observaciones concuerdan con las realizadas en otras
especies de la familia, en las que ademas, se ha demostrado que los conductos de
la corteza se forman a partir de la endodermis, de modo que esta conserva su
capacidad meristematica. En todos los casos se encuentran relacionados a los polos
del floema y se ha planteado que los conductos y sus secreciones podrian ayudar al
floema en la conduccion de metabolitos, asi como también, estarian relacionados
con la prevenciéon del herbivorismo o la accion de patdgenos (Luque et al., 1997;
Melo de Pinna & Menezes, 2003; Cury & Appezzato da Gléria, 2009).

Con respecto a los xilopodios, en las especies de Flourensia se observaron
conductos solo en el floema secundario. En cambio, en las tribus Eupatorieae,
Mutisiae y Vernoniae, los xilipodios presentaron espacios y conductos tanto en la
corteza, como en el floema secundario y hasta en los radios del xilema secundario
(Cury & Appezzato da Gléria, 2009; Vilhalva & Appezzato da Gléria, 2006). Iguales
observaciones se realizaron en la tribu Heliantheae, en los géneros Isostigma Less.
(Vilhalva & Appezzato da Gloria, 2006).
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CONCLUSIONES

En las especies de Flourensia estudiadas se observaron una variedad de

adaptaciones estructurales consideradas xeromérficas, a saber:

La epidermis foliar presenté estomas abundantes en ambas caras de las
hojas, lo cual incrementarian la conduccion de CO2 y la capacidad fotosintética,
demas de tricomas glandulares y eglandulares que estarian relacionados con la

regulacién de la temperatura y la proteccion.

La estructura foliar resulto isolateral, con parénquima en empalizada muy
desarrollado, lo cual aumenta la capacidad fotosintética. Los hacecillos colaterales
se encontraron rodeados de una vaina de células parenquimaticas y con

extensiones de la vaina.

Tanto el peciolo como el tallo primario y secundario presentaron rasgos
xeromorficos, entre los que se destacan abundantes fibras y conductos secretores,

gue estarian relacionadas con la proteccién de los tejidos vasculares.

El lefio presentd anillos de crecimiento marcados, con porosidad circular.
Los vasos son numerosos, de diametro pequefio y dispuestos en grupos. Estas
caracteristicas le confieren seguridad y eficiencia para la conduccién del agua.

El sistema radical presenté un xilopodio, de naturaleza mixta, formado por
parte del tallo y de la raiz, su funcion es la de regenerar la planta por rebrote, luego
de condiciones desfavorables o de un fuego.

Por todas estas caracteristicas morfoanatomicas, se concluye que las
especies estan adaptadas para sobrevivir y desarrollarse en el ambiente en que
habitan, en el que las condiciones desfavorables como la sequia, altas temperaturas,
alta irradiacion solar y frecuencia de fuego jugaron un papel importante en el curso
de su evolucién. Al respecto, F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii son consideradas
mejor adaptadas al ambiente xérico en que habitan, ya que tienen menor tamafio
foliar, reduccion en la cantidad de hacecillos foliares y mayor frecuencia estomética,

entre otras caracteristicas.
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Finalmente, los caracteres mas importantes y que permitieron diferenciar las

especies fueron: tamafo foliar, frecuencia estomatica, cantidad de hacecillos de
conduccién en la vena media y el peciolo y densidad de vasos del lefio; por ello

pueden ser tenidos en cuenta como caracteres confiables en taxonomia.
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CAPITULO 3 :
BIOLOGIA REPRODUCTIVA

INTRODUCCION

El conocimiento de la biologia reproductiva es esencial para la conservacion de las
especies en peligro de extincién, asi como también, en aquellas donde las
poblaciones son escasas, como es el caso de las especies endémicas (Holsinger,
1991; Anderson et al., 2000). Ademas, no hay duda que los caracteres florales son
los mas utilizados para la clasificacién de las Angiospermas, siendo muy importantes
en estudios sistematicos y filogenéticos (Anderson, 1995; Bernardello, 2007).

Las Asteraceae se caracterizan por la presencia de flores dispuestas en un
receptaculo, formando inflorescencias especiales denominadas capitulos. Las flores
son en general pequeias, de forma tubular, bilabiada o ligulada y se desarrollan en
forma centripeta. Su presencia y disposicion en los capitulos varia enormemente
entre especies, encontrandose capitulos discoides, ligulados, radiados, etc. Ademas,
las flores pueden ser hermafroditas, femeninas, masculinas o infértiles, por lo que

existe una gran diversidad (Jeffrey, 2007; Funk et al., 2009).

Los capitulos son en general llamativos y se consideran la unidad funcional, ya que
se desempefian visualmente como una flor simple. Ejercen una gran atraccion sobre
los polinizadores, la cual puede ser tanto visual, con colores y patrones en luz visible
o ultravioleta, quimica como los aromas, o nutritiva como el polen o néctar (Jeffrey,
2007).

Este dltimo es la recompensa mas importante que la flor ofrece a los visitantes
florales. Esta formado por una variedad de compuestos quimicos entre los que se
destacan diversos azucares y agua, pero también presenta pequefias cantidades de
aminoacidos, acidos reductores, lipidos y proteinas. Los azUcares mas importantes
son fructuosa, glucosa y sucrosa (Baker & Baker, 1983; Dafni, 1992; Mani &
Saravanan, 1999; Nicolson & Thornburg, 2007). La familia presenta una gran
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variabilidad en cuanto a la composicion de azUcares de sus néctares. Sin embargo,

en las especies que crecen en Argentina se observé que en general es mayor la
proporcion de hexosa y menor de sucrosa (Torres & Galetto, 2002; Galetto &
Bernardello, 2003). La composicion del néctar de F. campestris ha sido determinada
con 53,69% de glucosa, 41,76% de fructosa y 4,53% de sucrosa (Torres & Galetto,
2002).

El color de las flores también es un factor muy importante en la atraccion de los
polinizadores, ya que es diferente el nUmero de especies de insectos que visitan
flores de diferentes colores. Asi, las flores blancas son visitadas por una mayor
diversidad de insectos, seguidas por las flores amarillas; por ultimo, las menos
visitadas son las rosas, lilas, purpuras y celestes (Torres & Galetto, 2002, 2008).

La presencia de flores del radio también estéd relacionada directamente con la
atraccion de los visitantes florales, ademas de funcionar como un sitio de aterrizaje,
siendo una adaptacién para aumentar la polinizacion cruzada (Stuessy et al., 1986;
Sun & Ganders, 1990; Lane, 1996; Jeffrey, 2009).

Gracias a todas estas caracteristicas, los capitulos son visitados por una gran
diversidad de insectos, por los que se los considera generalistas. El grupo que mas
visita los capitulos es el de los Himenopteros, siendo Apis mellifera L. la especie
mas comun y abundante. Los Lepidépteros y Dipteros son menos frecuentes y los
Coleopteros se observan en menor proporcion (Lane, 1996; Torres-Diaz et al., 2007;
Torres & Galetto, 2002, 2008).

Se presentan, ademas, varias caracteristicas florales que favorecen la
transferencia de polen, entre las cuales se destaca el hecho que las flores perfectas
son protandricas y presentan las anteras fusionadas formando un anillo, lo cual
permite la presentacion secundaria del polen. Este proceso produce la reubicacion
de los granos de polen de las anteras a otro érgano floral, el cual funciona entonces
como 6rgano presentador del polen para la polinizaciéon. En Asteraceae, el polen es
presentado en la seccion terminal del estilo, el cual se carga activamente de granos
de polen cuando se elonga atravesando el anillo de anteras. El estilo es bilobado
con la superficie estigméatica receptiva hacia dentro de las ramas estigmaticas; de
esta forma el polen de la misma flor no se deposita en la superficie estigmatica,
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reduciendo asi la probabilidad de autofecundacién (Howell et al., 1993; Erbar &
Leins, 1995; Torres & Galetto, 2007; Jeffrey, 2007; Jeffrey, 2009).

Sumado a esto, la mayoria de las especies, alrededor del 65%, presentan
autoincompatibilidad esporofitica. Este sistema de incompatibilidad esta regulado por
un solo locus polialélico, de modo que el genotipo del espordfito limita el crecimiento
de los tubos polinicos que presentan un alelo igual. Este sistema es precigoético y
asegura una gran variabilidad genética en la descendencia (Hiscock & Tabah, 2003;
Hiscock et al., 2003; Ferrer & Good-Avila, 2007; Jeffrey, 2009).

En contraste, la autofecundacién también es bien conocida, demostrando la gran
diversidad existente en esta familia. Este mecanismo asegura la formacién de frutos
en ausencia de polinizadores, los cuales se producen a partir de la fecundacién con
el polen de la misma flor. Las especies autocompatibles pueden formar aquenios por
libre polinizacion y autopolinizacion indistintamente (Sun & Ganders, 1990; Torres &
Galetto, 2008). Algunas especies son parcialmente autocompatibles por que son
capaces de formar frutos por autofecundacion, pero requieren de polen exdgeno
para alcanzar la maxima produccion de semillas viables (Torres-Diaz et al., 2007;
Torres & Galetto, 2008; Ferrer et al., 2009).

Los frutos de Asteraceae pueden ser considerados aquenios o cipselas. Richard
(1808) apud Roth (1977), nombré aquenio a un fruto seco, indehiscente, en el que el
tegumento de la semilla se desprende de las paredes. Por otro lado, Mirbel (1813),
definié la cipsela como un fruto que se forma a partir de un ovario infero, siendo
monoespérmico y unilocular. Ambos términos son utilizados indiscriminadamente,
practicamente como sinénimos. Algunos autores opinan que cipsela seria correcto,
por originarse de un ovario infero, en tanto que los aquenios serian solo los
derivados de un ovario supero (Bremen, 1994; Marzinek et al., 2008). Por el
contrario, otros autores mantienen la denominacién original (Jeffrey, 2007; Kadereit,
2007; Funk et al., 2009). En la presente tesis se ha elegido seguir con este Ultimo

criterio, utilizando el nombre de aquenio para referirse a los frutos de Flourensia.

Los aquenios presentan el céliz que es persistente y se modifica formando el
papus o vilano. Este puede estar formado por 1-2 0 numerosas aristas, escamas,
cerdas o pelos simples o plumosos, dispuestos en una 0 mas series, o bien puede

estar completamente ausente. Su funcién esta relacionada con la dispersion, la cual
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es en general por el viento, en los casos en que el vilano se encuentra desarrollado
(Funk et al., 2009).

El porcentaje de germinacién en esta familia varia considerablemente. Valencia
Dias & Montafia (2003) analizaron 112 especies y concluyeron que la germinacion
de especies de zonas aridas es menor que en las especies de otros ambientes.
Ademas, reportan que el porcentaje de germinacién en arbustos de zonas aridas es

aun menor que en otras formas de vida.

Con respecto a los requerimientos especificos de temperatura y luz, en general se
observa una mejor germinacién en presencia de luz y con una temperatura entre los
20 y 25 °C. (Sassaki et al., 1999; Ferreira et al., 2001; Batalha Velten & Souza
Garcia, 2005; Galindez et al., 2009). Una excepcién se presenta en Tagetes minuta
L. en la que se observé mayor porcentaje de germinacion en oscuridad, por lo que

se considera fotoblastica negativa (Ferreira et al., 2001).

Como ya se ha dicho con anterioridad, Asteraceae es cosmopolita ya que sus
especies se encuentran en todos los ecosistemas terrestres. Su gran diversificacion
y expansion es atribuida a la gran capacidad reproductiva, a las particulares
estrategias desarrolladas para la dispersion de los frutos y a la alta germinacién de
las semillas. A pesar de ello, son numerosas las especies endémicas con
distribucion restringida, como es el caso de Flourensia. En estas, el estudio de la
biologia reproductiva es fundamental para intentar comprender su escasa
expansion, ademas de aportar informacién novedosa para su conservacion y para su

posible utilizacion como ornamental.
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OBJETIVOS

El objetivo general es indagar sobre la biologia reproductiva en 6 especies de
Flourensia, analizando los capitulos, las flores que lo componen y los frutos que
originan, para determinar las caracteristicas e importancia de la reproduccién sexual

en estas especies.

Objetivos especificos:

1) Analizar las caracteristicas exomorfolégicas de los capitulos, las flores y los
frutos. Valorar el éxito reproductivo. Determinar el sistema de reproduccion y

conocer el papel de los visitantes florales en la polinizacion.

2) Estudiar la germinacion de las semillas mediante diferentes ensayos,
determinando el porcentaje de germinacioén y la viabilidad de las mismas.

3) Analizar la morfoanatomia y ontogenia de las flores perfectas. Indagar sobre el
desarrollo de las semillas y los frutos, desde el momento de la fecundacién hasta

la madurez. Reconocer la naturaleza quimica de las reservas en las semillas.
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MATERIALES Y METODOS

Los estudios de biologia reproductiva se realizaron en las seis especies de
Flourensia del centro de Argentina (ver datos de recoleccion en Tabla 1).

Se llevaron a cabo observaciones a campo de las caracteristicas macroscopicas
de las plantas y sus capitulos, asi como también, de los visitantes florales que

entraban en contacto con ellos.

Se recolectaron en los afios 2009 y 2010 capitulos con flores y frutos en diferentes
estadios de maduracion, provenientes de 4 o 5 individuos por especie. Los capitulos
jovenes, desde botones florales hasta aquenios inmaduros, fueron fijados en FAA,

mientras que los frutos maduros se secaron y almacenaron en lugar fresco y seco.

Para indagar sobre los caracteres florales se utilizaron capitulos previamente
fijlados en FAA, con flores tubulares en preantésis y en antésis. Se los tifié con
safranina 50% y se observaron bajo lupa.

Para calcular el éxito reproductivo se utilizaron entre 22 y 34 capitulos,
provenientes de 4 o 5 individuos por especie, con frutos inmaduros (debido a que los
maduros se desprenden del capitulo), en los que se cuantificé los frutos formados y
las flores no fecundadas. Se calculd para cada especie el promedio de flores por
capitulo y el porcentaje de fructificacion.

Se determiné para cada especie el porcentaje de frutos maduros con y sin semilla.
Para esto se eligieron al azar 200 frutos maduros por especie, 50 aquenios de 4
plantas, y se los examind bajo la lupa. Los frutos considerados viables presentan un
cierto volumen, son duros y cilindricos, mientras que por el contrario, los aquenios
que no contienen embrion desarrollado se encuentran vacios y se consideran
inviables. Estos se abrieron y observaron con lupa para corroborar que no

contuvieran embrion.

Las dimensiones de los aquenios fueron tomadas en 30 frutos maduros y sanos,
provenientes de 3 individuos de cada especie, se midi6 el ancho y el largo del
cuerpo, sin considerar las aristas, los promedios se calcularon para cada especie.
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Se estudid el sistema reproductivo de F. capestris y F. oolepis, para lo cual se
embolsaron numerosos capitulos en los primeros estadios de desarrollo de las flores
(en preantesis), éstos fueron cubiertos con pequefias bolsas de tul, con el fin de
impedir que los polinizadores se pongan en contacto con las flores; los frutos de
estos capitulos embolsados serian formados solo por autofecundacion. La primer
prueba comenz6 en diciembre de 2008 y en enero de 2009 se recolectaron 155
capitulos de F. campestris y 26 F. oolepis. Una segunda prueba se realizé en
diciembre de 2011 y en febrero de 2012 se recogieron 123 capitulos de F.
campestris y 35 de F. oolepis. Siguiendo las técnicas descriptas anteriormente se
calculé el promedio de flores por capitulo y el porcentaje de fructificacion. Para
conocer el porcentaje de frutos sin semillas o vacios se analizaron 200 aguenios

sanos y maduros de cada especie para cada afo.

Se calcularon las medias y desvios estandares y luego se realizaron Analisis de
Varianza y Tests de Tukey con el objetivo de determinar si existen diferencias
significativas entre las especies (Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf, 1981).

Para realizar los estudios de germinacion se realizaron recolecciones de frutos
entre los meses de Marzo-Abril de 2009 y 2010, para todas las especies se
recolectaron aquenios maduros provenientes de cuatro o cinco individuos diferentes

elegidos al azar. Se secaron y almacenaron en lugar fresco y seco.

En las pruebas de germinacion se utilizaron 30 semillas, tomadas al azar, de cada
individuo (4 o 5 individuos por especie, 30 semillas cada uno para cada prueba).
Estas se lixiviaron durante 24 hs. con agua corriente y se colocaron en cajas de Petri
con papel absorbente (cada caja corresponde a un individuo). Se las mantuvo en
camara con ambiente controlado con 25° C, 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad,
regandolas diariamente con agua destilada.

Se registro la cantidad de semillas germinadas diariamente durante un lapso de 30

dias, considerando al menos 5 mm de radicula emergida.

Se llevaron a cabo pruebas de germinacion a diferentes edades de las semillas, es
decir, el tiempo desde la recoleccién hasta el momento de la prueba de germinacion,
con el fin de determinar la viabilidad de las mismas. Con las semillas recolectadas
en el aflo 2009 se realizaron pruebas a los 15 dias y 2 meses de edad de las
semillas desde la recoleccién. Con las semillas de 2010 se realizaron pruebas de

]

germinacion al mes y a los 3, 19 y 23 meses.
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Se estudiaron los requerimientos de acido giberélico para lo cual se realizaron

pruebas de germinacion con semillas de F. campestris y F. oolepis de 2 meses de
edad recolectadas en el afio 2009. Se sigui6 la misma metodologia para el
preparado de los germinadores, con el agregado de acido giberélico al papel
absorbente.

Para cada caja de Petri se calculé el porcentaje de germinacién y se indico el
tiempo de germinacion (TG) como los dias necesarios para alcanzar el maximo
porcentaje de germinacion. Se calcul6 la media y el desvio estdndar de ambas
variables para cada edad de las semillas, para cada especie. Luego, se realizaron
Andlisis de Varianza y Tests de Tukey (Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf, 1981) con el
objetivo de determinar si existen diferencias significativas entre las edades y con el

agregado de acido giberélico.

Luego, se compar6 estadisticamente el porcentaje de germinacion maximo entre
especies. Para ello se tom6 en cuenta la prueba con mayor porcentaje de
germinacion de cada especie; para F. oolepis se utilizd la prueba realizada con
semillas de 3 meses de edad y para las restantes especies la prueba con semillas
de 1 mes de edad.

Por ultimo, para cada especie se calcul6:

Tiempo inicial de germinacion (TIG) como el promedio de dias necesario para que

se inicie la germinacion.

Tiempo de germinacién (TG) como el promedio de dias necesario para lograr el

mayor porcentaje de germinacion.

Germinacion media diaria (GMD) como el porcentaje de germinacion dividido el

tiempo de germinacion.
Tiempo medio de germinacion (TMG) con la formula:

TMG= Z (Ni x Di) / £ N donde D: dias desde el inicio de la prueba. N: n° de

semillas que germinaron el dia D.

Se analizé la morfoanatomia y ontogenia de las flores perfectas, para lo cual se

utilizaron botones florales en diferentes estadios de desarrollo, desde pre-antesis
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hasta flores abiertas. Ademas, se estudio el desarrollo de las semillas y los frutos,

desde la fecundacién hasta la madurez, examinando las caracteristicas anatémicas
en los distintos estadios. Para ello, se realizaron preparados permanentes, de cortes
longitudinales y transversales por capitulos con flores y frutos en distintos estadios
de desarrollo. El material conservado en FAA se deshidraté en una serie de alcohol
etilico y xilol y se lo incluy6 en histoplast. Se realizaron cortes microtomicos seriados,
los cuales se colorearon con azul astral - fucsina basica y finalmente se montaron
con bélsamo de Canada (Kraus et al., 1998). Los preparados permanentes se
observaron con microscopio 6ptico y se realizaron fotomicrografias con camara

digital.

Con el proposito de determinar la composicion quimica de las reservas de las
semillas, se realizaron cortes a mano alzada de aquenios maduros de las seis
especies y se sometieron a pruebas histoquimicas (Johansen, 1940); se utilizé yodo
yoduro de potasio para determinar almidén, Sudan IV para lipidos y eosina para
proteinas.

Todas las variables fueron analizadas estadisticamente con el programa InfoStat
(Di Rienzo et al., 2009)y se graficaron los resultados utilizando el mismo programa.
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RESULTADOS

CARACTERES FLORALES

Las especies estudiadas florecieron en la estacion lluviosa de verano, entre los
meses de noviembre y febrero; fructificaron de diciembre hasta abril, siendo

necesarios 30-45 dias para la formacion y maduracion de los frutos (Fig. 1).

Los capitulos se observaron solitarios o reunidos en grupos pequefios en F. hirta,
F. oolepis y F. tortuosa (Fig. 1 B, E y F), mientras que en las restantes especies

formaron agrupaciones cimosas (Fig. 1 A, Cy D).

Fueron visitados por una gran variedad de insectos (Fig. 17). El orden
Hymenoptera fue el mas abundante ya que Apis mellifera se observé en gran
cantidad en todas las poblaciones. Otros 6rdenes encontrados fueron Lepidoptera
(mariposas y polillas) y Diptera (moscas y tabanos de diferentes tamafos). En baja

proporcion se encontraron Coledpteros y Aracnidos.

Los capitulos presentaron flores del radio liguladas y estériles, aunque se pudo
observar un pistilo rudimentario. Se desarrollaron tempranamente, antes que las

flores centrales y se dispusieron en un solo ciclo externo (Fig. 18 A).

En capitulos maduros, el involucro resulté acampanado a semiesférico con

bracteas o filarias en 2 o 3 series, color verdoso-amarillento (Fig. 18 B).

Las flores del disco fueron numerosas y se abrieron en forma centripeta (Fig. 18
C). Son tubulosas, formadas por cinco pétalos fusionados, pentalobadas. El céliz
esta representado por dos aristas (Fig. 18 D, F y H). Se observaron acompafadas

por una palea casi incolora (Fig. 18 F y J).

Son perfectas, epigeas con ovario infero (Fig. 18 D-G). Presentan cinco estambres

fusionados y el estilo remata en dos ramas estigmaticas (Fig. 18 H-I).

Se encontraron numerosos tricomas, tanto en flores en preantésis como en flores
abiertas. Los eglandulares resultaron de dos tipos; los tricomas “Gemelos” se
observaron en gran cantidad en el ovario (Fig. 18 D-G), mientras que, los del tipo
“Eglandular Cénico Simple” fueron hallados en las paleas y bracteas del involucro en

1,
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F. hirta y F. tortuosa (Fig. 18 J-K). Los tricomas glandulares fueron los mas

abundantes, resultaron del tipo “Glandular Vesicular Biseriado — subtipo “ con una
gran cabeza con contenido denso (Fig. 18 L), (ver descripcién de tricomas en
anatomia floral). Se hallaron en todas las especies en el ovario, la corola, en
especial en el 4pice, en las aristas del papus, en la palea y en las bracteas del

involucro.

Luego de la fecundacién comienza el desarrollo de los aquenios, éstos mantienen
las piezas perianticas marchitas y se encuentran protegidos por las péleas que se
desarrollan y vuelven verdes. Los frutos maduros pierden estas piezas accesorias,

se desprenden de los restos del capitulo y caen (Fig. 19 Ay B).

Los aquenios son obovados u obconicos, ligeramente comprimidos, marrén
oscuro. Son velludos, ya que mantienen gran cantidad de tricomas gemelos.
Presentan el papus (vilano) formado por dos aristas persistentes. F. oolepis se
diferencia por presentar dos aristas y pajitas intermedias unidas formando un anillo
(Fig. 19 C - D).

EXITO REPRODUCTIVO

Se observo entre las especies una gran diferencia en el nimero de flores tubulares
por capitulo (Tabla 7). Los analisis estadisticos mostraron que F. leptopoda es la que
presentd menor cantidad de flores en promedio, con 13,56 flores por capitulo,
notablemente inferior a las restantes especies. Por el contrario, las especies que
presentaron un numero significativamente mayor son F. tortuosa con 70,77 flores por
capitulo en promedio y F. oolepis con 67,71 flores por capitulo. Cabe destacar, que
F. tortuosa presento 5,21 veces la cantidad de flores de F. leptopoda. Las restantes
especies tuvieron valores intermedios, de 19,89 para F. campestris, 20,71 para F.
hirta y 22,68 para F. niederleinii.

Con respecto a la produccion de frutos, se observaron altos porcentajes de
fructificacion en todas las especies, siendo éstos entre 99,63 y 99,9 %, de modo que
casi el total de flores fue fecundado y formé aquenios (Tabla 7).
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Cabe destacar en este punto que una cantidad considerable de capitulos se
encontraron atacados. Se observaron huevos o larvas en los ovarios de las flores,
muchas de las cuales se encontraron totalmente dafiadas e imposibilitadas de
formar frutos. Ademas, en un gran numero de aquenios maduros se observaron
pequefas aberturas circulares, lo que también indica que fueron parasitados por

insectos.

Asimismo, se observaron frutos sin semillas en todas las especies, pero en
porcentajes variables. El valor mas alto y significativamente diferente se presentd en
F. hirta, en la que el 66,5% de los aquenios se encontraron vacios. F. tortuosa y F.
niederleinii presentaron valores intermedios, de 48,65 y 35,75% de frutos sin semilla
respectivamente. Por ultimo, F. leptopoda, F. campestris y F. oolepis fueron las
especies con menor porcentaje de frutos abortivos, de 15,5, 12,25y 8,75% (Tabla
7).

Con respecto a las dimensiones de los frutos, se observaron diferencias entre las
especies (Fig. 19 D). El largo promedio sin considerar las aristas resultd
estadisticamente diferente entre las especies, siendo F. leptopoda la especie que
presenté menor dimension, de 4,7 mm, mientras que, F. oolepis y F. tortuosa fueron
las especies con mayores dimensiones, de 7,53 y 7,13 mm, respectivamente. En
contraste, no se encontraron diferencias significativas en el ancho promedio de los
aguenios, siendo los valores entre 2,37 y 3,4 mm. Sin embargo, cabe destacar que
F. leptopoda también es la especie que presenté menor valor (Tabla 7).

En las pruebas de autofecundacion realizadas en F. campestris y F. oolepis no se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de flores por capitulo, siendo en
promedio 15,8+2,7 y 67,5+17,01 respectivamente; asi como tampoco en el
porcentaje de fructificacién que fue de 99,99 y 99,98% para cada una. Estos frutos
serian producidos solo por autopolinizacion, de modo que estas especies son

altamente capaces de formar frutos aun en ausencia de polinizadores.

Sin embargo, se observé que la mayoria de los frutos eran de menor tamafio y se
encontraban vacios. En F. campestris los porcentajes de frutos maduros pero sin
semillas fueron de 93,5 y 82% para los afios 2009 y 2012 respectivamente y en F.
oolepis los porcentajes fueron de 86 y 91% para los mismos afos, de modo que a
pesar de la gran producciéon de frutos, solo un muy bajo porcentaje se podrian

il
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TABLA 7. Exito reproductivo en especies de Flourensia: promedio de flores tubulares por
capitulo, se indica el desvio estandar entre paréntesis, y porcentaje de fructificacién. Frutos
sin semilla: porcentaje de frutos vacios. Dimensiones de los aquenios: promedio del ancho
maximo y el largo sin las aristas, desvio estandar entre paréntesis. Test de Tuckey: letras
distintas indican diferencias significativas con p<= 0,05.

EXITO DIMENSIONES
REPRODUCTIVO % FRUTOS | DE AQUENIOS (mm)
SIN
ESPECIE
Flores/ | opfructific | SEMELA | Ancho Largo
Capitulo
Flourensia 19,89 99 86 12,25 3.4 6,27
campestris (3,15) ab ’ (1,77) c (0,51) a (0,8) bc
. 20,71 66,5 2,93 6,47
F. hirta @52 b | 9987 (141) a | (0,69 a (0,63) c
13,56 15,5 2,37 4,7
F. leptopoda (1.83) a 99,81 (0,71) ¢ (0,32) a (0,48) a
. - 22,68 35,75 2,5 5,733
F. niederleinii 4.25) b 99.9 (7,42) b (051)a (0,45) b
_ 67,71 8,75 2,8 7,533
F. oolepis (134) c | 9963 G3) ¢ | (041) a (0,52) d
70,77 48,65 2,5 7,13
F. tortuosa are2) c | 907 (021) b | (050a | (089 d
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Figura 17: Visitantes florales de capitulos. A: Flourensia campestris. By C: F. hirta. Dy E: F. niederleinii. F: F.
oolepis. G-l: F. tortuosa.
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Figura 18. Exomorfologia de capitulos y flores tubulares. Capitulos in vivo (A-C) y flores tefiidas con
safranina (D-L). Ay H: Flourensia oolepis. B, C, J y K: F. tortuosa. D, E, I, y L: F. niederleinii. F-G: F. hirta. A:
capitulo joven con flores tubulares en preantésis. B: capitulo maduro en vista lateral mostrando las bracteas del
involucro. C: capitulo maduro en corte longitudinal mostrando las flores tuburares en antésis. D: flor en
preantesis y E: detalle del ovario. F: flor en antésis con su palea, G: detalle de ovario y H: detalle de zona apical
de la corola. I: flor diseccionada mostrando las anteras, el estilo y las ramas estigmaticas. J: zona apical de la
palea y K: detalle de tricomas glandulares y eglandulares. L: tricomas glandulares y gemelos del ovario.
Abreviaturas: a: arista del papus, an: antera, b: bractea del involucro, co: corola, e: estilo, fl: flor ligulada, ft: flor
tubular, i: involucro, o: ovario, r: receptaculo, re: rama estigmatica, te: tricoma eglandular, tg: tricoma glandular,
tge: tricoma gemelo, pa: palea. Escalas:A-C:0,5cm.DyF:2mm. E, G, H-J: 1 mm.
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Figura 19. Exomorfologia de fruto y plantula. A-B, H: Flourensia campestris. E, I: F. colepis. F: F. hirta. G: F.
leptopoda. A: aquenios en formacion y B: maduros. C: frutos de F. niederleinii y F. oolepis. D: frutos de las seis
especies en orden alfabético. E: aguenios gerninando. F: plantula. G: plantula con cotiledones. H: plantula con
cotiledones y primeros noméfilos. I: plantula con tres nudos. Abreviaturas: a: aristas, ag: aquenio, b: bracteas del
involucro, co: corola, cot: coltiledones, hi: hipocaotilo, i: involucro, g: gémula, n: nomofilos, pa: palea, pi: pajitas
intermedias, pr: pelos radicales, ra: radicula, tge: tricomas gemelos. Escala: A,ByD: 5mm. Cy E: 3 mm. F-J: 1
cm.
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GERMINACION

En las especies estudiadas la germinacion comenz6 con la emergencia de una
radicula color blanco. Las germinacién fue epigea, ya que el hipocétilo se alargé
elevando los cotiledones, los cuales fueron haustoriales en los primeros estadios de
desarrollo (Fig. 19 E); luego, se desprendieron de los restos del aquenio y se
volvieron verdes y fotosintéticos (Fig. 19 F y G).

Las primeras hojas, nomofilos, se desarrollaron opuestas a los cotiledones (Fig. 15
H), las hojas de los nudos subsiguientes mantuvieron la disposicion verticilada, con
dos hojas cada nudo (Fig. 19 J).

En el Gréfico 1 se muestran los porcentajes de germinacién y el tiempo de
germinacion (TG), es decir, los dias necesarios para obtener el mayor porcentaje de

germinacion, para cada edad de la semilla de cada especie.

F. oolepis (Gréfico 1 A) y F. campestris (Grafico 1 B) presentaron una marcada
diferencia con respecto a las restantes especies ya que los porcentaje de

germinacion resultaron notablemente altos.

F. oolepis es la especie que mostré6 mayores porcentajes de germinacion en todas
las pruebas (Gréfico 1 A). Las semillas de 3 meses de edad recolectadas en el afio
2010 fueron las que mas germinaron, con un 92%, resultando esta prueba
significativamente diferente. Para las restantes edades de las semillas el porcentaje
de germinacién fue similar, entre 79 y 72 %, aunque, en la prueba con semillas de
19 meses de edad el porcentaje fue algo menor, de 65.35%. Finalmente, las semillas
se vuelven inviables a los 23 meses, ya que no se observaron aquenios germinados
en esta prueba. La adicion de acido giberélico mostré una leve disminucion en el
porcentaje de germinacion, en comparaciéon con la misma edad sin la aplicacion de

acido giberélico, pero las diferencias no fueron significativas.

Con respecto al tiempo de germinacion, todos los resultados fueron relativamente
homogéneos, siendo necesarios entre 10 y 15 dias para que germinen la mayor
cantidad de semillas. Con la adicién de acido giberélico se logré una disminucion
significativa del tiempo, o dicho de otra manera, se aumentd la velocidad de

germinacion.
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F. campestris mostré altos porcentajes de germinacion en todas las pruebas,

siendo entre 77 y 68% (Grafico 1 B). La viabilidad disminuye en las semillas de 19
meses de edad, ya que se observo un porcentaje de germinacion significativamente
menor, de 37,7%. Finalmente, se vuelven inviables a los 23 meses de edad desde la

recoleccion.

El tiempo de germinacion es sensiblemente mayor en semillas de 0,5 meses,
siendo necesarios 19 dias para que la mayor cantidad de semillas germinen. Luego,
en semillas de 1 y 2 meses disminuye a 14 dias, hasta que finalmente, a los 3y 19

meses es de aproximadamente 7 dias.

La adicion de acido giberélico no produjo cambios en el porcentaje de germinacion,

asi como tampoco en el tiempo requerido.

En las restantes especies se obtuvieron menores porcentajes de germinacion.

F. niederleinii (Grafico 1 C) mostr6é un porcentaje de 22% para las pruebas de 0,5
y 1 mes de edad de las semillas. Para las pruebas de 3 y 19 meses, el porcentaje
fue levemente menor, de 11,28 y 7,23% respectivamente. Finalmente fue cero para
los 23 meses.

El tiempo de germinacion requerido fue de entre 9 y 10 dias en semillas de 0,5y 1
mes, y disminuyo con la edad, siendo necesarios entre 5y 6 dias en semillas de 3y
19 meses de edad.

Para F. hirta (Grafico 1 D) todas las pruebas mostraron un bajo porcentaje de
germinacion, siendo el porcentaje mas alto solo del 12%, sin diferencias
significativas entre las edades.

El tiempo de germinacion fue mayor para las semillas de 1 mes de edad, de 12
dias, mientras que para las restantes pruebas fue de entre 7 y 4 dias.

Por dltimo, F. tortuosa y F. leptopoda mostraron marcadas diferencias entre los
diferentes ensayos.

F. tortuosa (Gréfico 1 E) mostrd un alto porcentaje de germinacion, de 56%, en la
prueba realizada con semillas de 1 mes de edad. Para las semillas de 2 meses de
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edad el porcentaje baj6é significativamente a 13,33% y fue notablemente menor en

las restantes pruebas, de aproximadamente 2%.

El tiempo también mostré grandes diferencias, fueron necesarios 22 dias para las
semillas de 1 mes y solamente entre 2 y 4 dias para las restantes edades.

Para F. leptopoda (Gréfico 1 F) las semillas de 1 mes de edad obtuvieron un
porcentaje de germinacion de 26%, estadisticamente diferente de las semillas de 19
meses que mostraron un porcentaje de 17,96%; estas semillas fueron recolectadas
en el afio 2010. Por el contrario, el porcentaje de germinacién fue nulo para todas las
pruebas realizadas con semillas del 2009.

El tiempo fue significativamente mayor en semillas de 1 mes, de 13 dias, mientras
gue para las semillas de 19 meses fue de 7 dias.

En la Tabla 8 se resumen los datos de las pruebas realizadas con semillas de 1
mes de edad para todas las especies, excepto para F. oolepis que se muestran los
resultados de semillas de 3 meses, y las pruebas con el agregado de acido
giberélico.

La comparacién estadistica de los porcentajes de germinacion maximos entre
especies reafirma las diferencias anteriormente nombradas. La especie que mayor
porcentaje de germinacién obtuvo fue F. oolepis, de 92%. Le siguen F. campestris y
las pruebas realizadas con el agregado de acido giberélico, con un porcentaje entre
78y 74%, y F. tortuosa con 56%. Finalmente, F lepotopoda, F. niederleinii y F. hirta
se diferencian estadisticamente por sus bajos porcentajes, de entre 12 y 26%.

Con respecto al tiempo, la especie que mas rapido comenzé a germinar fue F.
oolepis, con un tiempo inicial de germinacion (TIG) de 4 dias; este representa el
estado de dormancia de las semillas, ya que se entiende como la cantidad de dias
necesarios para que comience la germinacion. En esta especie también fue menor el
tiempo de germinacién (TG), de 10 dias, es decir los dias necesarios para alcanzar
el maximo porcentaje de germinacién. Ademas, fue maxima la germinacion media

diaria (GMD) y menor el tiempo medio de germinacion (TMG).

La adicion de acido giberélico en F. oolepis, si bien disminuy6é levemente el
porcentaje de germinacion, aceleré el proceso ya que fueron menores los TIG, TG y

TMG y mayor la GMD. En contraste, en F. campestris no se encontraron diferencias

o |
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La especie que germind mas lentamente fue F. hirta, que necesit6 15 dias para

gue comience la germinacion, seguida de F. leptopoda que requirié 9 dias. El tiempo

de germinacion (TG) fue maximo en F. tortuosa, de 22 dias, seguido de F. hirta con

19 dias.

Para las restantes especies los valores fueron intermedios, los dias necesarios

para que inicie la germinacion rondaron entre 4 y 6 dias y la geminacion méaxima se

alcanzé entre los 10 y 14 dias.

TABLA 8. Porcentaje de germinacion en especies de Flourensia: promedio con desvio
estandar entre paréntesis; test de Tuckey con p<= 0,05, letras distintas indican diferencias
significativas. AG: &cido giberélico. TIG: tiempo inicial de germinacién en dias. TG: tiempo
de germinacién en dias. GMD: germinaciébn media diaria. TMG: tiempo medio de

germinacion.

ESPECIE % Germinacion TIG TG GMD TMG
Flourensia oolepis (99135) a 3,6 10,00 9,2 6,54
F. oolepis + AG (78?7760% ab 1,8 7,4 10,63 4,16
F. campestris (2;753) ab 4,14 | 13,60 | 5,66 7,01

F. campestris + AG (71122) ab 4.4 13 5,74 6,9
F. tortuosa (338) ] 6 | 2240 | 2,66 | 1562

F. leptopoda (51%4) c 8,5 13,20 2,5 8,94

F. niederleinii (iEW) . | 85 | 920 | 239 | 784
F. hirta (2127 n e | 15 | 1880 085 | 1482
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Grafico 1. Viabilidad de las semillas en especies de Flourensia. Porcentate de germinacién y tiempo medio de
germinacion en diferentes edades de las semillas para A: Flourensia oolepis, B: F. campestris, C: F. niederleinii, D: F.
hirta, E: F. tortuosa, F: F. leptopoda.
[J Porcentaje de Germinacion, [ Tiempo Medio de Germinacién.
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MORFOANATOMIA FLORAL

En cortes longitudinales por capitulos jovenes pudo observarse las caracteristicas
generales ya descriptas de las flores tubulares centrales. Estas son epigeas de
ovario infero y presentan un nectario en la base del estilo (Fig. 20 A-B). Son sésiles
y se unen al receptaculo por medio del carpopodio, un pequefio pie formado por
tejido parenquimatico. Cada flor se encuentra rodeada por una palea la cual se
inserta en la carpopodio (Fig. 20 B).

El ovario presenté un 6vulo anatropo de placentacion basal, formado por un Gnico
tegumento, el cual constd de la epidermis externa, estratos intermedios y epidermis
interna (Fig. 20 B y E). El endotelio o tapete tegumentario se diferenci6 en las
primeras etapas del desarrollo del saco embrionario, a partir de la epidermis interna
del Unico tegumento del 6vulo. Consistié en una capa de células altas, de mayor
tamafio que las células circundantes y con nucleos evidentes, rodea al saco
embrionario en formacion y lo nutre (Fig. 20 B y D; Fig. 21 A). En el momento de
apertura de la flor, el saco embrionario se encontr6 desarrollado y las células que
forman el endotelio presentaron contenido denso. Por fuera de este, las células del
tegumento del 6vulo comenzaron a desorganizarse y se lisaron sus paredes (Fig. 20
E y H; Fig. 21 C).

En flores jévenes, la pared del ovario presentd una epidermis externa
unistratificada con células pequefias, sus paredes fueron delgadas con una fina
cuticula y los nucleos son evidentes. Comenzaron a desarrollarse numerosos
tricomas en toda la superficie externa, con mayor proporcion en las costillas (Fig. 20
B; Fig. 21 A y B). Al momento de la antésis floral, las células de la epidermis se
observaron de mayor tamafio y mas altas. La cuticula fue méas gruesa y los tricomas
gemelos se observaron completamente desarrollados (Fig. 20 E-F; Fig. 21 C-D),
constan de 4 células: 2 basales muy reducida y dos células alargadas y muy
lignificadas (Fig. 20 F-G).

Inmediatamente por debajo de la epidermis externa se encontr6 una capa de
células denominada hipodermis o tejido subepidérmico, formada por células
parenquimaticas con paredes delgadas. En los primeros estadios de desarrollo de la
flor las células se observaron similares a las epidérmicas (Fig. 20 B). En flores
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maduras esta capa fue mas notable, con células de mayor tamafo, nudcleos

evidentes y contenido denso (Fig. 20 F-G; Fig. 21 D).

La epidermis interna fue unistratificada, con células rectangulares e iguales

caracteristicas que la epidermis externa (Fig. 20 B y E; Fig. 21 A-D).

En el mesofilo se encontraron dos zonas bien diferenciadas, el mesofilo externo
fue compacto y estuvo formado por células pequefias con nucleos evidentes y
contenido denso. En cambio, el mesofilo interno resultdé considerablemente mas
laxo, con células de mayores dimensiones y espacios intercelulares (Fig. 20 B, Ey F;
Fig. 21 By D).

En corte transversal pudo observarse que el ovario, compuesto por dos carpelos,
adopta una forma eliptica con prolongaciones que corresponden a costillas (Fig. 21
A, C y E). Los dos hacecillos dorsales presentaron un gran desarrollo, fueron
colaterales cerrados, algunos acompafiados por un conducto secretor (Fig. 21 B y
E). Los hacecillos marginales fueron dos muy pequefos. En la zona de fusién de los
carpelos, la epidermis interna se observo pluristratificada, con numerosas células de

tamafio reducido y nacleo evidente (Fig. 21 B-E).

El nectario se ubic6 a la altura de la base de la corola, por encima del ovario y
rodeando la base del estilo (Fig. 22 A-C). En el corte transversal present6é una forma
pentagonal (Fig. 22 D-F). Su estructura fue simple, con una epidermis
uniestratificada, por debajo de la cual se encontrd el parénquima secretor. Antes de
la apertura de la flor, el nectario presenté células parenquiméticas con nucleos
evidentes (Fig. 22 A y D). En el momento de la antésis floral, las células del
parénquima secretor se encontraron llenas de contenido denso (Fig. 22 B y E).
Finalmente, luego de la fecundacion, el nectario colapsa (Fig. 22 Cy F).

El androceo estuvo compuesto por cinco estambres, los filamentos fueron libres e
insertos en el tubo corolino (Fig. 20 A). Las anteras fueron ditécicas y se encontraron

unidas entre si formando un tubo alrededor del estilo (Fig. 23 Ay E).

El estilo se observé circular en seccion transversal, y en el se vieron dos haces
vasculares pequeiios y un canal estilar central (Fig. 22 D-F). En la zona apical, el
estilo se dividi6 en dos ramas estigmaticas de forma lanceoladas y con &pice
subtriangular (Fig. 23 F). En estadios tempranos la epidermis adaxial o interna de
cada rama fue uniestratificada, con células rectangulares de contenido denso (Fig.
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23 Ay E), luego estas células epidérmicas desarrollaron numerosas papilas siendo

esta zona la receptiva de los granos de polen (Fig. 23 F-G y I-J).

La epidermis abaxial o externa estuvo formada por células pequenas de forma
rectangular (Fig. 23 F) y formaron prolongaciones papilosas hacia el apice de las
ramas estigmaticas (Fig. 23 | y J). Por dentro de la epidermis abaxial se encontrd
una capa de células notablemente mas grandes, que pueden presentar contenido.
Finalmente, cada rama estigmatica present6 un hacecillo colateral (Fig. 23 I).

Las paleas en corte transversal presentaron estructura similar a una hoja. Ambas
epidermis fueron unistratificadas, con células algo rectangulares y con cuticula fina.
Entre ellas se observd una a cuatro capas de células parenquimaticas mas
pequefias. Los hacecillos fueron colaterales cerrados, uno mayor y numerosos
pequenos. Se destact la presencia de gran cantidad de conductos secretores, en
general asociados a los hacecillos (Fig 21 A y C-D; Fig. 22 D). Los tricomas
glandulares también fueron abundantes, en especial en flores jovenes (Fig. 23 Ay
E).

Las dos aristas del papus resultaron triangulares en corte transversal, presentaron
ambas epidermis unistratificada y entre ellas unas pocas capas de células
parenquimaticas. Se observaron en cada una de ellas un pequefio haz vascular y un
conducto secretor, ademas de numerosos tricomas eglandulares y glandulares en su

superficie externa (Fig. 22 Dy E).

DESARROLLO DE FRUTO Y SEMILLA

Fruto joven

Luego de la fecundacion comenz6 el desarrollo del embridn, la formacion de

endosperma y la ontogenia del fruto y la semilla.

En los primeros estadios el embrion fue globular y el endosperma incipiente. El
endotelio fue persistente y estuvo formado por una capa de células de contenido
denso (Fig. 24 A-C y F). Por fuera de este, el Unico tegumento del 6vulo formé el
tegumento seminal, las células mas préximas al endotelio se lisaron y parte del tejido

o
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La pared del ovario sufri6 cambios importantes hasta que finalmente formé el

pericarpo. Las células de la epidermis externa se desarrollaron considerablemente
formando el exocarpo, adoptando una forma rectangular con una gruesa cuticula. La
hipodermis present6 contenido denso, pero sus células mantuvieron su tamafio. El
mesocarpo externo estuvo formado por apenas dos o tres estratos de células
pequefias, con contenido denso y sus paredes se observaron lignificadas. En
cambio, las células del mesocarpo interno, junto a las de la epidermis interna se

desorganizaron y aparecieron mayores espacios intercelulares (Fig. 20).

Los tricomas fueron muy abundantes, se observaron tricomas gemelos en gran
cantidad en especial en las costillas (Fig 24 B-E y G) y tricomas glandulares, que en
el caso de F. hirta fueron muy abundantes en toda la superficie externa del fruto (Fig.
24 D).

Las paleas y las aristas del papus comenzaron a lignificarse, ya que se observaron
grupos de fibras asociadas a los hacecillos y a los conductos secretores (Fig 24 By
D).

En un estadio de desarrollo mas avanzado, la hipodermis se observé como una
capa de células con un gran contenido denso. Entre la hipodermis y las células del
mesocarpo aparecid6 una deposicion de material oscuro o fitomelanina,
presuntamente secretado por las células de la hipodermis. Las células del
mesocarpo externo comenzaron a lignificarse mientras que las del mesocarpo
interno colapsaron y el tejido desaparecio. En la zona de las costillas, las células del
exocarpo fueron pequeias y mantuvieron una forma rectangular, redondeadas con
cuticula fina. Las células circundantes al hacecillo comenzaron a engrosar sus
paredes (Fig. 25 A-B).

Cuando el embrion se encontré en estado de torpedo, el endosperma fue escaso y
el endotelio recubrié a ambos. El tejido seminal se observé cono unas pocas capas
de células parenquimaticas (Fig. 25 C). En las costillas se desarrollaron un gran
grupo de fibras por fuera del hacecillo dorsal (Fig. 25 C-D). En el pericarpo se
observé el exocarpo con cuticula gruesa, por debajo la hipodemis con células con
contenido denso, luego una capa oscura de fitomelalina, una capa continua de fibras
gue corresponden al mesocarpo externo y finalmente el mesocarpo interno

colapsado (Fig. 20 D y E).
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Fruto maduro

En cortes transversales a mano alzada por aquenio maduro se observo que los
tejidos del fruto (pericarpo), como de la semilla (episperma), se deshidratan y
endurecen formando un tegumento indivisible. En las costillas se encontr6 un
casquete de considerable tamafo formado por fibras (Fig. 25 F). En toda la
superficie del fruto se observé gran cantidad de tricomas gemelos, en especial en las
costillas (Fig. 25 F-G).

El embrién fue recto en corte longitudinal, presenté una gémula notable y dos
cotiledones voluminosos (Fig. 26 A). En estos se observaron ambas epidermis
unistratificadas con células pequefias, hacia adaxial entre dos y cuatro capas de
parénquima en empalizada y hacia abaxial parénquima esponjoso. No se
encontraron hacecillos vasculares (Fig. 26 C-D). Se destacaron numerosos
conductos secretores, algunos de los cuales se encontraron completamente

desarrollados y otros en proceso de formacion (Fig. 26 Ey F).

Recubriendo el embrion se observé el tegumento de la semilla o episperma, estuvo
compuesto por unas pocas capas de células parenquiméaticas y el endotelio (Fig. 26
C-D), este ultimo fue uniestratificado y en vista superficial sus células se observaron
casi rectangulares (Fig. 26 G).

En el pericarpo se observo el exocarpo formado por células rectangulares en corte
transversal, cuadradas en corte longitudinal y con cuticula gruesa. Por debajo, la
hipodermis con una o dos capas Yy finalmente dos o tres capas de fibras (Fig. 26 B-
D).

Se detectaron lipidos en el embrion, en especial en los cotiledones, y en las células
epiteliales del los conductos. Ademas, se observaron proteinas en el embrion y en el
endotelio o episperma (Fig. 21 G), en tanto que el almidon esta ausente.
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Figura 20. Ontogenia floral. Corte longitudinal por flor tubular en preantésis (A-E) y antésis (F-1) de Flourensia
campestris. A: vista general de dos flores perfectas. B: ovario con un évulo anatropo. C: tricomas glandulares. D:
detalle de saco embrionario en formacion. E: évulo con saco embrionario maduro. F: pared del ovario con
tricomas gemelos. G: tricomas gemelos. H: saco embrionario maduro Abreviaturas: a: arista del papus, an:
antera, b: bractea del involucro, co: corola, e: endotelio, ee: epidermis externa, ei: epidermis interna, es: estilo, fi:
filamento de antera, h: hipodermis, me: mesofilo externo, mi: mesofilo interno, n: nectario, o: évulo, pa: palea, se:
saco embrionario, tge: tricoma gemelo, to: tegumento del dvulo, tg: tricoma glandular. Escalas: A: 200 um. By E:

100 um. C, D, F, G y H: 50 um.
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Figura 21. Ontogenia floral. Corte transversal a la altura del ovario de flor tubular en preantésis (A-B) y de flor en
antesis (C-F). A, C-D: Flourensia campestris. B: F niederleinii. E-F: F. hirta. A: ovario con saco embrionario en
formacion. B: detalle de hacecillo dorsal con conducto secretor. C: ovario con saco embrionario maduro y
tricomas gemelos. D: detalle de la pared del ovario. E: ovario con conductos secretores, tricomas glandulares y
tricomas gemelos. F: detalle de tricomas glandulares. Abreviaturas: ee: epidermis externa, ei: epidermis interna,
h: hipodermis, hd: hacecillo dorsal, hm: hacecillo marginal, me: mesofilo externo, mi: mesofilo interno, o: 6vulo,
pa: palea, se: saco embrionario, tge: tricomas gemelos, tg: tricomas glandulares, * conductos secretores.
Escalas:A-CyE: 100 um. Dy F: 50 um.
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Figura 22. Desarrollo del nectario. Corte longitudinal (A-C) y transversal (E-F) a la altura del nectario de flor
tubular de Flourensia campestris. A-D: flor en preantésis, células parenquimaticas del nectario con nucleos
evidentes. B-E: flor en antésis, células parenquimaticas con contenido denso. D-F: flor fecundada, con células
colapsadas. Abreviaturas: a: aristas del papus, co: corola, ces: canal estilar, es: estilo, fi, flamento de la antera, hc:
hacecillo de la corola, he: hacecillo del estambre, hes: hacecillo del estilo, n: nectario, o: dvulo, pa: palea, tge:

tricomas gemelos. * conducto secretor. Escalas: 100 um.
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Figura 23. Desarrollo de anteras y ramas estigmaticas. Corte transversal (A-D y G-J) y longitudinal (E) por flor
tubular a |la altura de las anteras. A-D: Flourensia niederleinii. E-H: F. campestris. |-J: F. oolepis. A: flor con antera
joven. B: detalle de antera con arquésporas, C: con células madre de los granos de polen y D: con tetrade de
microsporas. E: flor con anteras con granos de polen. F: vista longitudinal de anteras con granos de polen y ramas
estigmaticas. G: flor con anteras maduras dehiscentes, H: detalle de antera madura dehiscente. I: detalle de
ramas estigmaticas. I: flor en antesis, ramas estigmaticas con prolongaciones apilosas. Abreviaturas: an: antera,
cm: célula madre de los granos de polen, co: corola, e: epidermis de la antera, en, endotecio, ep, estratos
parietales, gp: granos de polen, ha: hacecillo de la antera, hc: hacecillo de la corola, hre; hacecillo de la rama
estigmatica, p: papilas estigmaticas, pa: palea, pp: prolongaciones papilosas, re: ramas estigmaticas, t: tapete,
tc. tejido conectivo, tg: tricoma glangular, tm: tetrade de micrésporas, * conductos secretores. Escalas: A, E-Gy J:
100 um. B-D, H-1: 50 um.
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Figura 24. Ontogenia del fruto. Corte longitudinal (A) y transversal (B-G) por fruto joven. A-C: Flourensia
campestris. D: F. hirta. E-G: F. oolepis. A: fruto con embrion globulary endosperma. B: vista general de fruto joven
y C: detalle del hacecillo dorsal. D: fruto con paredes onduladas y gran cantidad de tricomas glandulares. E: fruto
con paredes onduladas y tricomas gemelos, F: detalle de embrién globular y endosperma y G: detalle de hacicillo
dorsal. Abreviaturas: e: endotelio, em: embrion, en: endosperma, ex: exocarpo, f: fibras, h: hipodermis, hd:
hacecillo dorsal, hm: hacecillo marginal, mex: mesocarpo externo, min: mesocarpo interno, pa: palea, tge: tricoma
gemelo, tg: tricoma glandular, ts: tegumento seminal, * conducto secretor. Escalas: A: 100 um. C-G: 150 um.
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Figura 25. Desarrollo del fruto. Corte transversal por fruto inmaduro (A-E) y fruto maduro en corte a mano alzada
(F-G). A-E: Flourensia campestris. F-G: F. tortuosa. A: vista general de fruto inmaduro y B: detalle de hacecillo
dorsal, mostrando comienzo de formacion de capa oscura. C: fruto con embrion torpedo, D: detalle de hacecillo
dorsal con fibras y E: detalle de pared del fruto con capa oscura y fibras. F: fruto maduro con dos cotiledones, G:
tricomas gemelos. Abreviaturas: cot: cotiledones, e: endotelio, em: embridn, en: endosperma, ex: exocarpo, f:
fibras, h: hipodermis, hd: hacecillo dorsal, hm: hacecillo marginal, mex: mesocarpo externo, min: mesocarpo
interno, pa: palea, tge: tricoma gemelo, ts: tegumento seminal, * conducto secretor. Escalas: A, Cy F: 200 um. B,

D,E, GyH: 50 um.
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Figura 26. Anatomia de fruto maduro. Corte longitudinal (A-B) y corte transversal (D-G) por fruto maduro. A-Cy
E: Flourensia campestris. D-F-G: F. oolepis. A: vista general y B: detalle de pericarpo. C: vista general y D: detalle
de pericarpo. E - F: detalle de conductos secretores de los cotiledones. G: endotelio en vista superficial.
Abreviaturas: e: endotelio, eab: epidermis abaxial, ead: epidermis adaxial, en: endosperma, em: embrién, ex:
exocarpo, cot: cotiledones, f: fibras, g: gémula, h: hipodermis, pem: parénquima en empalizada, pes: parénquima
espinjoso, ts: tegumento seminal, * conductos secretores. Escala: A-D: 100 um. E-G: 50 um.
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DISCUSION

Las especies de Flourensia estudiadas presentaron capitulos radiados muy
Vistosos, los cuales pueden ser solitarios, reunidos en pequefios grupos o formando

cimas, lo cual aumenta su complejidad.

Resultaron atractivos para una gran cantidad de visitantes florales, en especial
Apis mellifera que fue muy abundante en los periodos de floracion de todas las
especies. Otros 6rdenes encontrados fueron Lepidépteros y Dipteros, y en baja
proporcion Coleopteros y Aracnidos. Nuestras observaciones concuerdan con lo
reportado anteriormente en F. campestris, en la que se vio que el 67% de las visitas
son realizadas por A. mellifera; el porcentaje restante fueron visitas de otros
Himendpteros y en baja proporcién por Dipteros y Colebpteros (Torres & Galetto,
2002, 2008).

Se encontraron marcadas diferencias en cuanto al nimero de flores tubulares
perfectas por capitulos. F. tortuosa y F. oolepis son las que presentaron mayor
cantidad de flores, mientras que, F. leptopoda es la especie con menor nimero. Esta
caracteristica cobra gran importancia taxonémica, ya que las discrepancias
encontradas entre las especies son fundamentales para su diferenciacion y

reconocimiento.

La mayoria de las especies de este género posee capitulos vistosos, entre ellas, la
especie chilena F. thurifera presenta capitulos muy atractivos y perfumados, de entre
8 y 10 cm de didmetro y también es visitada por una gran cantidad de insectos
(Urzua et al., 2007). Una excepcion se presenta en la especie mexicana F. cernua la
cual no posee capitulos atractivos, ya que son pequefios y sin flores del radio.
Ademas, se ha observado que esta especie no es polinizada por insectos sino por el
viento (Dillon, 1984).

Todas las especies estudiadas presentaron una gran capacidad reproductiva ya
gue se observaron altos porcentajes de fructificacion, es decir la mayoria de las
flores formaron aquenios. Sin embargo, una cantidad significativa de ellos se
encontraron atacados por insectos o estaban vacios, sin embrién desarrollado. En
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algunas especies el porcentaje de frutos infértiles fue muy importante, llegando a ser
del 66,5% en F. hirta.

El parasitismo de flores y frutos ha sido reportado en otras especies del género.
Por ejemplo, en F. thurifera existe un parasitismo especifico, ya que las hembras de
Trupanea thurifera (Diptera) aviponen sus huevos solo en sus flores y las larvas se
desarrollan en los ovarios (Frias, 1985). En F. cernua los frutos son atacados o
parasitados por larvas de Dipteros y Coleo6pteros (Valencia-Diaz & Montafa, 2003).
Sumado a esto, gran cantidad de semillas se encuentran vacias, con las mismas
caracteristicas que las descriptas en el presente trabajo (Richerson & Boldt, 1995;
Valencia-Diaz & Montafia, 2003). En esta especie se encontrd una relacion directa
entre la calidad de las semillas y la temperatura ambiente. Las plantas florecen y
fructifican en invierno, entre los meses de Noviembre y Febrero, y se observé que en
los afios en que la temperatura minima de esos meses fue baja (entre -5° y -3°
centigrados), la proporcién de semillas vacias fue mayor. Por el contrario, cuando la
temperatura minima fue mas alta (entre -1° y 0°), la proporcion de semillas viables

resulté significativamente mayor (Valencia-Diaz & Montafia, 2003).

La baja produccién de aquenios fertiles también ha sido reportada en otras
especies de esta familia. Por ejemplo, en especies de Eremanthus Less. (tribu
Vernonieae) entre el 73 y 91% de los frutos no posee embrion (Batalha Velten &
Souza Garcia, 2005), en Eupatorium L. cerca del 50% de los aquenios no se
desarrollan (Maluf & Wizentier, 1998; Byers, 1995) y en Vernonia Schreb. solo el

15% de los aquenios posee embridn (Sassaki et al., 1999; Cesarino & Zaidan, 1998).

Este fendbmeno podria deberse a multiples causas, entre las mas importantes se
cita la existencia de mecanismos de autoincompatibilidad de los granos de polen.
Ademas, puede verse aumentado por una baja variabilidad genética, en especial
cuando se trata de poblaciones pequefias con reproduccion asexual, ya que en
estas es menor el flujo génico. Otro factor importante podria estar relacionado con la
cantidad y calidad de polen que es transferido por parte de los visitantes florales
(Byers, 1995; Batalha Velten & Souza Garcia, 2005). Por otro lado, la produccion de
frutos con semillas vacias o sin semillas puede ser considerada como una
adaptacion que disminuye el parasitismo y la predacién tanto por insectos como por
aves. Estos no serian capaces de discriminar entre los frutos engafiosos y los que

contienen semillas llenas por lo que en consecuencia la proporcion de semillas
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viables depredadas es menor (Zangerl et al., 1991; Traveset, 1993; Fuentes &
Schupp, 1998; Verdu & Garcia-Fayos, 2001).

Con respecto al sistema de incompatibilidad, las especies aqui estudiadas pueden
considerarse autoincompatibles, ya que si bien formaron frutos a partir del propio
polen en los experimentos de capitulos embolsados, estos resultaron inviables. Los
resultados demuestran que la reproduccion sexual en estas especies depende
intimamente de la eficiencia con que los visitantes florales transportan el polen de
una planta a otra. Iguales resultados fueron reportados en F. campestris (Torres &
Galetto, 2008) y otras 10 especies de Asteraceas del centro de Argentina. F. cernua
es considerada parcialmente autoincompatible ya que el 51% de los individuos son
totalmente autoincompatibles, siendo el resto compatible en diferentes grados
(Ferrer et al., 2009).

En Flourensia los aquenios son pequefios y no presentan adaptaciones especifica
para la dispersion por el viento, ya que el papus esta formado por dos aristas, salvo
F. oolepis que ademas posee un anillo de pajitas mas cortas. Iguales observaciones
se llevaron a cabo en F. thurifera y varias especies de Encelia, en las cuales se
clasificaron sus frutos como secos, pequefios (menor de 20 mm) y no plumosos o

alados, concluyendo que no serian dispersados por el viento (Hoffmann et al., 1989).

Sumado a esto, en F. cernua se observo que los aquenios se encuentran en el
suelo a no mas de a 3-5 m de distancia de la planta madre y las nuevas plantas no
se desarrollan a mas de 4,5 m de un adulto, por lo que se concluydé que en esta
especie las semillas no se dispersan a grandes distancias, en cambio solamente
caen y permanecen debajo o cerca de la planta progenitora (Montafa et al., 1990;
Mauchamp et al., 1993). Esta limitacién en la dispersiéon de las semillas podria estar
relacionada con el modo de distribucién de estas especies, ya que generalmente se

disponen en manchones o areas densas donde son dominantes.

Los estudios de germinacion de semillas son importantes para la conservacion,
propagacion y regeneracion de las especies vegetales, asi como también, para su
produccién a escala comercial. En las especies estudiadas el porcentaje de

germinacion resulto diferente para cada una de ellas.
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En F. campestris y F. oolepis se obtuvieron altos porcentajes de germinacién en

todas las pruebas. Galindez et al. (2009) también realizaron pruebas de germinacién
en estas dos especies y sus resultados muestran un mayor porcentaje que los
encontrados en este trabajo, de 91-93% y 89-91% para cada especie
respectivamente, el primer porcentaje corresponde a 8 hs. de luz y 16 hs. de
oscuridad a 20 °C vy el segundo porcentaje a 8 hs. de luz a 25 °C y 16 hs. de
oscuridad a 10 °C. Ademas los autores concluyen que las especies no presentan
requerimientos especificos con respecto a la luz. Las diferencias encontradas

podrian deberse al medio utilizado (agar 1%).

Por otro lado, F. oolepis ha sido ampliamente estudiada con el propdsito de
producirla como planta ornamental. Delbén & Eynard (2006) reportaron que las
semillas necesitan condiciones relativamente constantes de temperatura y humedad
para germinar. El porcentaje de germinacién encontrado fue bajo, de 33 % pero la
supervivencia de las plantulas en invernadero fue alta, de 94%. Por otro lado,
Eynard et al. (2009) observaron que seria factible conservar las semillas ex situ en
un Banco de Germoplasma, dado que la estratificacién fria no afecta negativamente
el poder germinativo. Estos ultimos autores concluyen que la domesticacion de F.
oolepis es viable y recomendable para evitar la presion de extraccion del recurso
desde poblaciones silvestres.

Nuestros resultados apoyan esta conclusion, y suman a F. campestris como
candidata para su produccién como planta ornamental. Esto es positivo ya que, por
un lado, contribuye a la conservacion de estas especies nativas, y por el otro, ayuda
a reducir la fuente de propagulos de las especies no nativas utilizadas en jardineria y
que pueden ser potenciales invasoras. Ademas, consideramos a ambas especies
como adecuadas para la reforestacion de aéreas degradadas o quemadas, ya que
en ecosistemas boscosos la reforestacion con especies nativas puede desempefiar
un papel importante para la recuperacion de su estructura, riqueza y diversidad
floristica (Dobson, 1997; Aide et al., 2000).

En contraste, F. niederleinii y F. hirta resultaron con muy bajo porcentaje de
germinacion, siendo los maximos solamente de 22% y 12% respectivamente. En las
restantes especies se observaron grandes diferencias entre las pruebas. F. tortuosa
presentd un porcentaje de germinacion intermedio, de 56%, solo en un ensayo, con

semillas de 1 mes de edad, mientras que para las restantes pruebas fue
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sensiblemente menor. En F. leptopoda las pruebas realizadas con semillas de 1y 19
meses presentaron un bajo porcentaje de germinacién, mientras que las restantes
no presentaron geminacion alguna. Estas ultimas se consideran inviables y la causa

podria relacionarse con una inmadurez del embrién que imposibilita su emergencia.

Por otro lado, se observé que el porcentaje maximo de germinacion se alcanzo a
los 30 dias de edad de las semillas desde su recoleccion, con excepcion de F.
oolepis que fue a los 3 meses. Ademas, las semillas comenzaron a germinar como
maximo a los 15 dias de iniciada la prueba de germinacion; mientras que, el tiempo
necesario para alcanzar el maximo de semillas germinadas fue de entre 10 y 22
dias. Estos datos demuestran que estas semillas no presentan una marcada
dormancia, lo cual es ecol6gicamente muy importante ya que las semillas se
dispersan en la estacion lluviosa de verano y pueden germinar inmediatamente o en
los meses subsiguientes gracias las O6ptimas condiciones de temperatura y

humedad.

Valencia-Diaz & Montafia (2003) estudiaron la germinacion de F. cernua y
observaron que los porcentajes de germinacién siempre fueron muy bajos, con un
maximo de 38,2% y concluyeron que era consecuencia de una gran presion
endogamica. Ademas, observaron un gran periodo de dormancia, ya que el
porcentaje de germinacién fue bajo inmediatamente después de la dispersién de las
semillas, periodo que corresponde a la estacion seca de invierno. Pero luego de 5 a
8 meses, periodo correspondiente a la estacion lluviosa de verano, el porcentaje
aumenta (Valencia-Diaz & Montafa, 2005). En esta especie, la dormancia juega un
papel ecologico fundamental y se entiende como una caracteristica adaptativa que
optimiza la distribucion de la germinacion en el tiempo (Bewley, 1997).

La viabilidad de las semillas se mantiene relativamente constante por
aproximadamente un afio y medio, para luego decaer completamente cerca de los
dos afos. Estos resultados concuerdan con los reportados para F. cernua, en la que
la viabilidad de las semillas decrecio luego de los 18 meses de edad de las mismas
(Valencia-Diaz & Montaiia, 2003).

Las especies estudiadas presentan una escasa distribucion y abundancia (Dillon,
1984; Ariza Espinar, 2000; Villamil et al., 2000), este hecho podria explicarse

teniendo en cuenta las caracteristicas de su biologia reproductiva, como su sistema
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de incompatibilidad, la baja produccion de aquenios fértiles, su escasa dispersion,
los bajos porcentajes de germinacion y la corta viabilidad de las semillas. F. hirta, F.
leptopoda y F. niederleinii serian las mas vulnerables ya que son las especies
menos abundantes, pertenecen a la categoria 5 de PlaEAr (Villamil et al., 2000), y
son las que mostraron menor éxito reproductivo. Por el contrario, F. oolepis y F.
campestris resultaron con menor la cantidad de frutos inviables y mayor la

germinacion, lo cual se podria relacionar a su mayor abundancia.

En estas dos Ultimas especies se comprobd un fuerte sistema de incompatibilidad,
por lo que su reproduccion depende exclusivamente de los insectos polinizadores. Si
inferimos que en las restantes 4 especies el sistema es similar, el bajo éxito
reproductivo que se observo en ellas podria deberse a una falta de visitantes florales
efectivos, que transporten la cantidad y calidad de polen necesario. Por otro lado,
produccién de frutos inviables puede ser entendida como una estrategia para reducir
la predacion de semillas, lo cual se compensa por la gran cantidad de frutos que
forman las especies a lo largo de su vida reproductiva (Zangerl et al., 1991;
Traveset, 1993; Fuentes & Schupp, 1998; Verdu & Garcia-Fayos, 2001). En este

sentido, creemos que es necesario ampliar las investigaciones.

Con respecto a la morfoanatomia de las flores tubulares, las especies de
Flourensia mostraron caracteristicas comunes de la familia, como son, 5 pétalos

soldados, 5 estambres con anteras connadas y filamentos libres y ovario infero.

Se observé un nectario ubicado en la base del ovario, rodeando al estilo. La
presencia de nectarios se encuentra bien documentada en Asteraceae en general
(Mani & Saravanan, 1999; Visintin & Bernardello, 2005; Bernardello, 2007) y en
particular en la tribu Heliantheae (Wist & Davis, 2006).

Segun Fahn (1979) el nectario es estilar ya que se encuentra rodeando la base del
estilo. Sin embargo, varios autores postulan que esta glandula esta mas relacionada
con la parte superior del ovario que con el estilo, por lo que la clasifican como
asociada al gineceo (Galetto, 1995; Visintin & Bernardello, 2005). El nectario
presenta numerosos estomas modificados en la zona apical, a través de los cuales

se secreta el néctar (Visintin & Bernardello, 2005; Wist & Davis, 2006).
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Los tricomas resultaron muy abundantes en las especies estudiadas. Los
glandulares fueron los mas frecuentes, ya que se los encontrd tanto en las flores
tubulares, como en las paleas, flores liguladas y bracteas de involucro. Los tricomas
eglandulares fueron mas raros y se los encontrd solo en las paleas y aristas. Ambos
tipos resultaron iguales que los descriptos en los érganos vegetativos.

La presencia de tricomas glandulares en el ovario no es comun en la familia.
Ciccarelli et al. (2007) estudiaron 34 especies, de diferentes subfamilias, y solo en 7
observaron tricomas con diferentes morfologias; los autores concluyen que es un
caracter de gran importancia taxondémica. lguales observaciones realizaron Marzinek
& Oliveira (2010) en especies de Eupatorieae, en ellas encontraron 5 tipos de
tricomas, con diferentes ubicaciones segun las especies, pero solo algunas

presentaron tricomas glandulares en el ovario y/o en el fruto.

Los tricomas gemelos se observaron en el ovario de las flores tubulares,
permaneciendo en el fruto maduro. Contaron de cuatro células, dos basales
pequefas y dos largas y lignificadas. Estos tricomas son caracteristicos de los
aquenios de las Asteraceae y su ontogenia ha sido exhaustivamente estudiada
(Freire & Katinas, 1995; Sancho & Katinas, 2002). Su desarrollo comienza con una
célula epidérmica madre que se divide anticlinalmente y origina dos células, luego
cada una de ellas se vuelve a dividir, de forma anticlinal u oblicua, formando cuatro
células, de las cuales dos quedan como basales y las restantes se elongan
formando el pelo.

Ademas de este patron basico, existe una gran variacion en cuanto a la morfologia
de los tricomas gemelos, aunque, todos muestran igual ontogenia. Asimismo, su
ubicacién también puede diferir, ya que se los ha encontrado en la corola en algunas
especies de Encelia (Carpenter & Clark, 1999; Carpenter, 1999) y en numerosas
especies de la tribu Mutisieae (Sancho & Katinas, 2002). En la mayoria de los casos
los tricomas se encontraron adpresos contra la superficie de la corola y con la punta
hacia el apice de la flor. La funcién de los tricomas tanto en el fruto como en la
corola estaria relacionada con la absorcién y retencion de agua (Sancho & Katinas,
2002). Pese a la gran afinidad de estos grupos con Flourensia, en especial de
Encelia, en las especies estudiadas no se han encontrado tricomas gemelos en la

corona.
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En la ontogenia del 6vulo se destacé la presencia y persistencia del endotelio. Este
fue definido como la epidermis interna del tegumento, la cual rodea al saco
embrionario en formacion y se mantiene durante su desarrollo. Ademas de acumular
nutrientes, metabolizarlos y transferirlos al embrién, puede actuar como barrera
restrictiva (Sundara Rajan, 1973; Fahn, 1990).

En el desarrollo del fruto se encontraron 5 zonas diferentes en el pericarpo. Por
fuera el exocarpo rodea todo el fruto, hacia dentro una capa (raramente dos) de
hipodermis, luego el mesocarpo externo que finalmente se lignifica, en tanto que el
mesocarpo interno se desintegra junto al endocarpo. Ademas, entre la hipodermis y

el esclerénquima se observo una capa de fitomelanina.

La cantidad de capas diferentes del pericarpo varia entre las especies de la familia,
pero ademds, su denominacion no es consensuada entre los investigadores. Al
respecto, Dos Santos & Trombert Oliveira (2009) estudiaron la ontogenia del
pericarpo de dos especies de Bidens L. encontrando cinco regiones de células
distintas. Arias Galastri & Trombert Oliveira (2010) en Vernonia platensis (Spreng.)
Less. reportaron cuatro regiones sin deposiciéon de fitomelanina, en tanto que
Marzinek & Trombert Oliveira (2010) en numerosas especies de Eupatorieae
también observaron cuatro capas pero con fitomelanina. En todos estos trabajos se
reportd que por debajo de la epidermis externa se observaban varias capas de

células, las cuales fueron consideradas como una regién distinta del mesocarpo.

En cambio, Dillon (1981) nombra a esta capa como hipodermis multistratificada. En
el presente trabajo concordamos con este Ultimo autor y denominamos hipodermis a
la capa por debajo del exocarpo, ya que esta se diferencia notablemente del

mesocarpo externo, tanto en frutos jovenes como maduros.

La presencia de una capa de fitomelanina es una particularidad importante de la
tribu Heliantheae, y se la considera como una capa dura, oscura y resistente
(Pandey & Dhakal, 2001; Jeffrey, 2009). Este caracter es sinapomorfico y ha sido
utiizado para delimitar un clado de mas de 5.000 especies denominado
Phytomelanin Cypsela Clade. Su presencia es muy comun en Heliantheae,
Helenieae y Eupatorieae (Pandey & Dhakal, 2001; Panero, 2007). Pero también, es
usual en Senecioneae y se la ha encontrado en algunas especies de Millerieae
(Jana & Mukherjee, 2012).
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Dillon (1981) llama a esta capa oscura o de carbén y plantea que se podria formar

por lisis de las células de la hipodermis o por una secrecion de las mismas. En tanto
qgue Pandey & Dhakal (2001), afirman que se debe a la secrecion de sustancias
producidas por las células de la hipodermis, las cuales se acumulan en los espacios
intercelulares esquizdgenos, situados entre la hipodermis y la capa de fibras que se
halla por dentro. En este trabajo concluimos que se produce por el segundo proceso,
es decir que la hipodermis secreta la sustancia, ya que sus células no se ven
alteradas.

El desarrollo de esta capa puede considerarse como una defensa contra el ataque
de insectos, ya que vuelve al fruto duro y resistente. Por otro lado, se ha planteado
gue funcionaria como una barrera contra la luz, la cual protege al embrién (Pandey &
Dhakal, 2001; Jeffrey, 2009).

Por ultimo, cabe destacar la presencia de conductos secretores esquizégenos en
los cotiledones, en aquenios maduros. Estos resultan raros ya que se los encontrd
en algunas especies de Senecioneae (Jeffrey, 2007) y en dos especies de la
subtribu Millerieae (Jana & Mukherjee, 2012). Ademas, se han observando
conductos en los capitulos, en las bracteas del involucro, en las péleas y en las

aristas del papus.

En general, la produccion de sustancias, tanto por los conductos, como por los
tricomas glandulares, se relaciona directamente con la proteccion contra herbivoros
y patégenos (Fahn, 1979; 1988; 2002). En este sentido, la presencia de estructuras
secretoras en las flores y en los frutos, cobra gran importancia ya que jugaria un rol

fundamental en la proteccion de los érganos reproductivos y de la descendencia.

Ademas, su presencia en los capitulos podria estar relacionada con la atraccién de
insectos polinizadores, ya que, en los capitulos de F. thurifera, se hallaron grandes
cantidades de compuestos quimicos volatiles, los cuales les otorgan su
caracteristico aroma agradable (Urzla et al., 2007).
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CONCLUSIONES

Las especies de Flourensia estudiadas presentaron capitulos radiados muy

vistosos, con abundantes flores tubulares, en nimero variable segln la especie.

Un alto porcentaje de flores formé frutos. Sin embargo, se observaron frutos
inviables, ya sea por parasitismo de insectos o por no poseer embrién desarrollado.
Estos frutos se hallaron en todas las especies, en diferentes porcentajes, siendo

mayor en F. hirta.

Los aquenios no presentaron modificaciones que favorezcan la anemocoria, por

lo que los frutos no se dispersan a grandes distancias.

El porcentaje de germinacién fue alto en F. oolepis y F. campestris y muy bajo
en las restantes especies. En todas ellas la viabilidad de las semillas se perdid
completamente a los dos afios desde su recoleccion.

F. oolepis y F. campestris resultaron autoincompatibles ya que los frutos
formados por autofecundacién no fueron viables, por lo que estas especies

requieren polinizadores efectivos para su reproduccion.

La baja dispersién, germinacion y viabilidad de los aquenios de estas especies,
asi como su sistema de incompatibilidad, podrian explicar la escasa distribucion y
abundancia que presentan. F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii serian las mas
vulnerables ya que son las especies menos abundantes y son las que mostraron
menor éxito reproductivo. Por el contrario, F. oolepis y F. campestris resultaron con
menor la cantidad de frutos inviables y mayor la germinacién, lo cual se podria

relacionar a su mayor abundancia.

Con respecto a la morfoanatomia de las flores y los frutos, se destaca la
presencia de caracteristicas relacionadas con la proteccion contra herbivoros o
patdgenos, como son la presencia de tricomas glandulares y conductos secretores.
Ademas, se observaron gran cantidad de tricomas gemelos tanto en el ovario como
en el fruto maduro, los cuales estarian relacionados con la absorcién y retencion de
agua. Por dltimo, el desarrollo una capa de fitomelanina en los frutos puede
considerarse como una defensa contra el ataque de insectos o como una barrera

contra la luz, la cual protege al embrion.
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CAPITULO 4:
ESTUDIOS CARIOLOGICOS

INTRODUCCION

Los cromosomas son parte de un sistema dinamico que estd moldeando el
proceso evolutivo, su variacidn se expresa a través de caracteristicas analizables,

como numero, forma y tamafio (Poggio, 1996).

Los recuentos cromosOmicos proveen informaciéon sobre el nimero minimo de
grupos de ligamiento (niUmero basico) y cuantas veces éstos se repiten. Los cambios
en ambas caracteristicas se pueden producir por rearreglos estructurales y/o
poliploidia. Ademés, el nimero cromosémico puede ser variable entre individuos o
poblaciones de una misma especie, mediante eventos de disploidia, situacién que

no necesariamente se refleja en cambios en el fenotipo (Poggio, 1996).

Por ello, los estudios citogenéticos han probado ser importantes en sistematica, asi
como también, para dilucidar procesos y patrones de evolucion (Jones, 1970;
Stebbins, 1971; Levin & Wilson, 1976; Greilhuber & Ehrendorfer, 1988). Las
caracteristicas cariotipicas han sido utilizados para entender la diversificacion en
muchos grupos de angiospermas (e.g., Bernardello et al., 1994; Shan et al., 2003;
Urdampilleta et al., 2005; Moyetta el al., 2013), incluyendo en las Asteraceae (e.g.,

Vanzela et al., 2002; Weiss-Schneeweiss et al., 2009; Moreno et al., 2012).

Esta familia presenta un gran rango de nimeros cromosémicos que va desde 2n=4
hasta 2n=ca. 432, siendo el méas frecuente 2n=18. El numero bésico también es
variable, entre x=2 y x=11 pero ademas, existe una gran cantidad de numeros
bésicos secundariamente derivados, lo cual aumenta la diversidad. Sumado a esto,
el 58,3% de los géneros son poliploides, con niveles de hasta 48x. Pese a esta gran
heterogeneidad, se considera que el numero bésico ancestral de la familia es x=9
(Semple & Watanabe, 2009; Vallés et al., 2013).
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Por otro lado, la mayoria de los genomas de la familia son considerados muy

pequefios (1C =< 1,4 pg) o pequefios (1C < 3,5 pg), lo cual se relaciona directamente

con especies de vida corta y r estrategas (Vallés et al., 2013).

En la tribu Heliantheae existe una gran diversidad de nimeros de cromosomas que
va desde n = 3 hasta ca. 50, con unas pocas especies con un mayor niumero. Sin
embargo, la mayoria de las especies presenta un numero n de entre 17 y 19 (e.g.
Solbrig et al., 1972; Robinson et al., 1981; Panero, 2007a, b; Baldwin, 2009).

En Flourensia son escasos los estudios citolégicos, si bien se conoce el nimero
cromosomico de 24 especies, siendo n=18 o ca. 18 (Turner & Johnston, 1961; Dillon,
1979, 1981, 1984, 1986; Di Fulvio, 1977; Weedin & Powell, 1980; Robinson et al.,
1981; Molau, 1986; Strother, 1983; Powell, 1984; Waisman et al., 1986; Wulff et al.,
1996; Carr et al., 1999).

Ademas, se ha estudiado la meiosis en algunas especies, reportandose para F.
blakeana M. O. Dillon, F. laurifolia DC, F. suffrutescens (R.E. Fries) Blake y F.
tortuosa ca. 18Il, mientras que en un individuo de F. blakeana y en F. fiebrigii Blake
se observé un cuadrivalente, por lo que su configuraciébn meidtica fue 1611 + 1 IV
(Wulff et al., 1996; Carr et al., 1999).

Sin embargo, no existen estudios cariotipicos para ninguno de sus representantes,
por lo que se plantea el estudio cromosémico de seis especies centro-argentinas,

con el fin de aportar informacién novedosa y Gtil en taxonomia y sistematica.
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OBJETIVOS

El objetivo general es estudiar los cromosomas mitéticos, realizando un analisis
cualitativo y cuantitativo de sus cariotipos, con el fin de aportar datos que permitan

una mayor comprension de sus relaciones filogenéticas.

Objetivos especificos

1) Determinar el numero diploide de cromosomas a partir de raicillas obtenidas

de la germinacion de semillas.

2) Confeccionar cariogramas de células de cada una de las muestras,

calculando las siguientes variables:
- Largo total de cada par cromosomico.
- Posicién del centrémero de cada par cromosomico, en base al indice braquial
- Largo total del genoma haploide.
- Largo cromosémico promedio.
- Indice braquial promedio.
- Razén entre el cromosoma mayor y el menor del complemento (indice Rz).
- Indices de asimetria intracromos6mica e intercromosomica.
3) Identificar y clasificar los satélites presentes.

4) Confeccionar los cariotipos de cada una de las especies a partir de no menos
de 10 cariogramas en cada caso.

5) Comparar estadisticamente las variables obtenidas entre las especies
analizadas con el objeto de determinar si existen diferencias significativas

entre ellas.
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MATERIALES Y METODOS

Los andlisis cariolégicos se efectuaron en semillas provenientes de las siguientes

poblaciones:

Flourensia campestris, Delbén 7, 21-111-2010. F. hirta, Barboza 2460, 20-111-2010. F.
leptopoda, Barboza 2438, 18-111-2010. F. niederleinii, Barboza 2450, 19-111-2010. F.
oolepis, Delbon 8, 21-111-2010. F. Tortuosa, Barboza 2462, 20-111-2010 (Ver datos

completos en Tabla 2).

Las semillas se lixiviaron durante 24 horas con agua corriente y se colocaron en
cajas de Petri con papel de filtro himedo. Se las mantuvo en camara con ambiente
controlado con 25°C, 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, regandolas
diariamente con agua destilada. Los apices radicales fueron cortados cuando las
raices tuvieron 5-10 mm. Se realizé un pretratamiento con una solucién saturada de
para-dicloro-benceno durante 3 horas a temperatura ambiente (Mayer, 1945), luego
se lavaron las raices con agua destilada y se las fij6 en una mezcla 3:1 de alcohol
etilico absoluto:acido acético glacial, preparada en el momento de usar, durante 24

horas a temperatura ambiente.

Se realiz6 la coloracién de Feulgen (Jong, 1997) con el siguiente procedimiento:
lavado de las raices con agua destilada 5-10 minutos, hidrdlisis en acido clorhidrico
5N, 40 minutos a temperatura ambiente, lavado con agua destilada 5 minutos,
secado de raices en papel de filtro, coloracién con Reactivo de Schiff en oscuridad 2
horas a temperatura ambiente y realizacion del preparado en un portaobjetos con
una gota de acido acético 45%. Los preparados se hicieron permanentes
removiendo el cubreobjetos por congelamiento con nitrégeno liquido y montando con

Euparal.

Los cariogramas de cada célula se realizaron a partir de fotomicrografias tomadas
en microscopio con contraste de fases Zeiss Axiophot y camara digital Leica
DFC300FX. Las variables calculadas fueron: indice braquial (r = I/s donde | = largo
del brazo mayor, s = largo del brazo menor; Levan et al., 1964), largo total (c) de
cada par cromosOmico, largo cromosémico promedio (C), largo total del genoma
haploide (It), indice braquial promedio (R), razén entre el cromosoma mayor y el
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menor del complemento (Rz). Los indices de asimetria se calcularon segiin Romero

Zarco (1986), como sigue:
indice de asimetria intracromosémica: A;=1-2b1:b2/n

siendo n = nimero de pares de cromosomas homélogos, bl= largo promedio de
brazos cortos en todos los pares de cromosomas homélogos, b2= largo promedio de
brazos largos en todos los pares de cromosomas homologos. Esta ecuacion esta
formulada para obtener valores bajos cuando los cromosomas tienden a ser

metacéntricos.
Indice de asimetria intercromosémica: A, =s/ x

siendo s = desviacion estandar y x = el promedio de largo cromosdémico para cada
muestra. Este indice refleja la asimetria debida a la variabilidad de las longitudes de

todos los cromosomas del complemento.

Se empled también la clasificacion de categorias de asimetria de Stebbins (1971) y
los satélites se clasificaron segun Battaglia (1955). Los cariogramas se construyeron
organizando los cromosomas en grupos de acuerdo a su indice braquial,
ordenandolos luego por largo decreciente dentro de cada categoria. Finalmente, se
los numerd consecutivamente usando este mismo esquema. Con el programa
InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) se compararon las variables C, It, Rz, R, A1 y A, con
ANAVA y Test de Tukey (Scheffé, 1959; Sokal & Rohlf, 1981) con el objetivo de

determinar si existen diferencias significativas entre las especies.
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RESULTADOS

Las especies de Flourensia estudiadas presentaron 2n=36. En la Fig. 27 se
muestran fotomicrografias de células en metafase y en la Fig. 28 se representan los
idiogramas para cada especie. Los datos obtenidos para las variables analizadas se
presentan en las Tablas 9.

Las férmulas cariotipicas se informan por primera vez y resultan de interés ya que
variaron entre las especies. F. campestris, F. leptopoda y F. tortuosa compartieron la
formula con 14 pares m + 4 sm, mientras que F. hirta, F. niederleinii y F. oolepis

presentaron 12 pares m + 6 sm (Tabla 9, Fig. 28).

Con respecto al tamafio cromosoémico, F. hirta y F. leptopoda mostraron la mayor
longitud promedio, con 2,97 £ 0,39 y 2,86 £ 014 um respectivamente, con diferencias
significativas con respecto a los restantes taxones. EI menor valor fue para F.
campestris con 2,11 + 0,13 um. El largo total del genoma haploide fue concordante
con lo antes citado, siendo mayor en F. hirta con 53,42 + 7,08 um, y menor en F.

campestris, con 37,95 + 2,35 um (Tabla 9).

Los indices de asimetria muestran que F. campestris es la especie mas simétrica,
mientras que, F. niederleinii y F. oolepis son las mas asimétricas. Cabe aclarar que
solo en el indice de asimetria intracromosémica A; y en el indice R se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las especies (Tabla 2). Por dltimo, F.
hirta y F. niederleinii mostraron mayor indice de asimetria intercromosémica A, y
mayor indice Rz, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 9).
. La clasificacion de Stebbins (1971) resultd A2 para todos los taxones analizados.

Los satélites se encontraron en todas las especies, menos en F. campestris, que
fue la Unica en la que no se visualizaron. Para las restantes, variaron en nimero y
ubicacion. F. leptopoda y F. tortuosa presentaron un satélite en el segundo par de
cromosomas sm. En F. hirta y F. niederleiini se encontraron dos satélites, en el
primer y tercer par sm. Por ultimo, en F. oolepis se observé un satélite en el primer
par sm (Fig. 28). Todos resultaron microsatélites segun la clasificacién de Battaglia

(1955), con 0,3 um de longitud en promedio y estuvieron ubicados en posicion
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terminal en un brazo corto (Fig. 27 y 28). Su visualizacion fue poco constante ya que

se han observado en un bajo porcentaje de células (Tabla 10).

TABLA 9. Cariotipos de especies de Flourensia (2n = 36). C: largo cromosdémico en micras,
entre paréntesis el rango (longitud del cromosoma menor-longitud del cromosoma mayor),
Lt: largo total del genoma haploide en micras, Rz: razén entre las longitudes del cromosoma
mayor y el menor del complemento, R: indice braquial, A;: indice de asimetria
intracromosdmica, A: indice de asimetria intercromosomica. Todas las variables expresadas
como promedio en um * desvio estandar. Anova con p < 0,05 y 5 grado de libertad. * =
variable con diferencias significativas entre las especies. Diferentes letras muestran
diferencias significativas para el Test de Tukey.

ESPECIE Formula C* It * Rz R * Ar* A,
Cariotipica

Flourensia 14 m + 4 sm 2,11+0,13 ¢ 37,95 1,68 + 1,41 + 0,24+ |0,13z
campestris (2,02-2,34) 2,35¢ 0,16 a 0,06 c 0,03c | 0,02a
E hirta 12 m + 6 sm 297+0,39 a | 53,42+ 1,93+ 154 + 0,3+ 0,16 £
' (2,56-3,43) 7,08 a 0,34 a 0,03 ab 0,01ab | 0,03a
E leptopoda 114 m + 4 sm 2,86 £0,14 a 515+ 1,82 15+ 0,3+ 0,14
- 1eptop (2,9-3,71) 247a | 015a | 0,02ab | 0,01ab|0,02a
E niederleinii 112 m + 6 sm 2,83+0,24 ab | 50,95+ 1,89 1,59 + 0,33+ | 0,16
’ (2,52-3,1) 4,33 ab 0,15a 0,04 a 0,01a | 0,02a
E oolepis 12 m+ 6 sm 2,69+0,31 ab | 4841+ 1,79 = 1,59 = 0,32+ | 0,14
- 00lep (2,41-3,13) 559ab| 02la | 004a | 00la |00la
E tortuosa 114 m+ 4 sm 233+0,13 bc | 4192+ | 1,78+ 1,47 £ 0,27+ 0,14+
- tortuos (1,63-2,86) | 2,27bc| 007a | 0,07bc | 0,04bc|0,02a
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TABLA 10. Porcentaje de células con satélites en especies de Flourensia. N: nimero de
células observadas por especie.

ESPECIE sZOtéfIii?e 0s/oa(t:es,?lri1'[el SO/;.t%?i?ei SO/;.t%?i?ei SO/;.t%?i?ei N
campestris | 10 | - - - - | =
F. hirta 75 15 10 - - 20

F. leptopoda 64 27 9 - - 11
F. niederleinii 63 15 11 4 7 27
F. oolepis 67 25 8 - - 24
F. tortuosa 75 8 17 - - 12
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Fig. 27. Metafases mitoticas de especies de Flourensia. A: F. campestris, B: F. hirta, C: F. leptopoda, D: F.
niederleinii, E: F. oolepis, F: F. tortuosa. Flechas indican satélites. Escala = 3 ym, todas a la misma escala.
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DISCUSION

Las especies de Flourensia estudiadas presentaron 2n=36, lo cual concuerda con
lo informado para estas especies por otros autores en material de otras
procedencias (Dillon, 1979, Di Fulvio, 1977; Wulff et al., 1996).

Cabe destacar la gran homogeneidad que se observa en este género, ya que en
gue todas las especies estudiadas y en todas las poblaciones analizadas, se
encontré el mismo namero cromosémico (Turner & Johnston, 1961; Dillon, 1981,
1984, 1986; Weedin & Powell, 1980; Robinson et al., 1981; Molau, 1986; Strother,
1983; Powell, 1984; Waisman et al., 1986; Carr et al., 1999).

Sin embargo, se ha reportado una excepcion a esta regla. En un estudio de ADN
del género Helianthus L., se tomé como control a un individuo de F. cernua,
proveniente de una poblacién de Estados Unidos, para la cual se reporté un nimero
cromosomico de n=17 (Sossey-Alaoui et al., 1998). Para esta especie existen otros
dos estudios, con poblaciones del mismo pais y de México, que reportan n=18
(Dillon 1979; Weedin & Powell, 1980). Frente a esta situacién, se puede inferir que
se cometid un error o, por el contrario, que realmente existen poblaciones con
diferentes nimeros cromosomicos, lo cual merece ser corroborado con nuevas

investigaciones.

El nimero cromosémico también es relativamente constante en los otros géneros

gue comprenden la subtribu Encelinieae (Panero, 2005; Panero, 2007b).

Geraea presenta sus dos especies con n=18, habiéndose estudiado varias
poblaciones, de modo que este también es un género homogéneo (e.g. Solbrig et
al., 1972; Keil & Pinkava, 1976). Lo mismo ocurre en Helianthella, en la que sus ocho
especies presentan n=15, igual en todas las poblaciones analizadas (e.g. Weber,
1952; Keil & Pinkava, 1976).

En cambio, en Encelia y Enceliopsis el nimero es algo variable. Las 4 especies de
este Ultimo presentan n=18, aunque en dos poblaciones de E. nudicaulis (A. Gray)
Nelson se observé n=17 (e.g. Solbrig et al., 1972; Keil & Pinkava, 1976; Reveal &
Styer, 1974). El género Encelia es el mas diverso de la subtribu. De las especies
estudiadas, 10 presentan n=18, de las cuales 2 también tuvieron poblaciones con
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n=17, en tanto que 3 especies presentan solamente n=17 (e.g. Solbrig et al., 1972;
Robinson et al., 1981; Allan et al., 1997; Clark, 1998; Fehlberg & Ranker, 2007).

Por otra parte, Zaluzania y Espeletia, relacionados por medio de andlisis
cladisticos con caracteres morfolégicos, pero que no conforman la subtribu
Encelinieae, presentan x=17 y x=19 respectivamente (e.g. Solbrig et al., 1972;
Robinson et al., 1981).

En todos estos géneros los cambios en los numeros cromosémicos se habrian
debido a eventos de disploidia crecientes o decrecientes, sin que se produzcan
poliploidias, aunque no hay estudios cariotipicos comparativos para ninguno de
ellos.

Lo contrario ocurrié, por ejemplo, en Helianthus, uno de los mas numerosos de la
tribu Helaintheae y el mas estudiado citolégicamente, por su importancia econdmica.
Presenta una gran variedad de nimeros cromosOmicos, aunque la mayoria de las
especies, incluida H. annuus L., presenta 2n=2x=34 con 4 pares st y 13 m a sm
(Schrader et al., 1997; Vanzela et al., 2002). Otras especies son tetraploides con
2n=4x=68 y hexaploides con 2n=6x=102, pero, a pesar de esto, en todas ellas el
namero basico es x=17 y los cromosomas presentan similares caracteristicas en
cuanto a la posicion del centromero. Los investigadores concluyeron que para este
grupo la poliploidia fue muy importante en la evolucién del cariotipo (Vanzela et al.,
2002).

Iguales conclusiones fueron obtenidas en el género Bidens L. (Coreopsideae), para
el cual se han reportado gran cantidad de nUmeros cromosémicos. Pero ademas, en
Bidens pilosa L. se han encontrado diferentes nimeros para distintas poblaciones,
asi, para esta especie se reporté 2n= 24, 36, 48, 54, 72 y 96, lo cual demuestra una
alta diversidad (Fachinetto et al., 2008 vy literatura ahi citada). En Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni (Eupatorieae) se reportd 2n= 22, 33 y 44. Ademds, para esta
especie tan importante econémicamente, se encontrd una relacion positiva entre el
nivel de ploidia y las caracteristicas anatomicas que mostraron las diferentes

poblaciones (Oliveira et al., 2004).

Como se ha dicho con anterioridad, se considera que el niumero basico de la
familia Asteraceae es x= 9 (Semple & Watanabe, 2009). En contraste, en a la
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Alianza Heliantheae, existen al menos dos posturas sobre el posible nUmero bésico.

Baldwin et al. (2002) proponen a x,=18 como ancestral, en tanto que Semple &
Watanabe (2009) plantean que x,=19 seria basal, por encontrarse en la mayoria de
las tribus de la Alianza. Estos ultimos autores sefialan que x,=18, 17, 15y 11 serian
derivados por disploidia decreciente. EI namero basico de la tribu Heliantheae

también seria x,=19.

En cuanto al origen del numero cromosémico de Flourensia (2n=36), Wulff et al.
(1996) postuld que serian diploides con x=18, pero plantea que, teniendo en cuenta
el niamero basico de la familia (x=9), se trataria de tetraploides. En contraste, si
aceptamos que el numero béasico de la Alianza y de la tribu es x,=19, el género
habria sufrido un evento de disploidia decreciente, el cual disminuy6é el ndamero
X2=19 a x»=18.

En Eupatorieae, otra tribu de la Alianza, el numero cromosémico n=18 aparece en
unas pocas subtribus basales, filogenéticamente cercanas a Heliantheae; en
contraste, la mayor cantidad de especies presenta n=10, seguida en importancia por
n=17. Este Ultimo seria el numero basico de la tribu y la evoluciéon del nimero
cromosomico habria avanzado en una direccion descendente (Watanabe et al.,
1995).

Tanto en Eupatoriacae (Watanabe et al., 1995), como en Heliantheae (Baldwin,
2009), se ha observado una relacién entre la cantidad de cromosomas y el habito de
los taxones. De modo que la presencia de numeros cromosémicos altos se ha
relacionado con habitos arbustivos y arborescentes que habitan ambientes estables.
Por el contrario, la reduccién en el nimero cromosémico se asocia con un habito
herbaceo, en plantas anuales o bianuales, lo cual podria fomentar la explotacién de
habitats con recursos efimeros. En este sentido, las especies de Flourensia
seguirian este patron general, ya que son perennes y con elevado namero

cromosdémico.

Los datos obtenidos tienen valor taxonémico ya que se han encontrado diferencias
entre casi todas las especies. Segun las formulas cariotipicas, es posible discriminar
dos grupos, los cuales difirieron por la cantidad de cromosomas sm. Por otro lado,
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se encontraron diferencias estadisticas en la mayoria de las variables analizadas,

excepto R, y A, Asi, F. campestris se diferenci6 de las demas especies por
presentar los menores valores en longitud cromosémica promedio y largo total del
genoma haploide; asimismo, fue la especie mas simétrica y no presenté satélites.
Por el contrario, las especies que resultaron con mayores valores de longitud son F.
hirta y F. leptopoda, mientras que F. niederleiini y F. oolepis fueron las mas
asimétricas. El niUmero y la posicién de los satélites variaron entre las especies que

los ostentan.

Estas diferencias se corresponden, en parte, con los datos de distribucion
geogréfica (Ariza Espinar, 2000), asi como también con los referidos a
exomorfologia y anatomia de 6rganos vegetativos reportados con anterioridad
(Delbén et al., 2007a, b) y en esta tesis.

F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii presentan una distribucion acotada que se
restringe a pequefas poblaciones en las Provincias de La Rioja, Catamarca y San
Juan (Ariza Espinar, 2000) y pertenecen a la categoria 5 de PlaEAr (Villamil et al.,
2000). Desde el punto de vista morfoanatomico son consideradas mejor adaptadas
al ambiente xérico en que habitan, ya que tienen menor tamafio foliar, reduccion en
la cantidad de hacecillos foliares y mayor frecuencia estomética, entre otras
caracteristicas. En concordancia, estas especies son las que presentaron mayor

largo cromosémico promedio.

F. campestris, F. oolepis y F. tortuosa son las especies consideradas menos
adaptadas al ambiente xérico (Delbdn et al., 2007a, b), lo cual se puede relacionar
con su amplia distribucién geografica y su mayor abundancia (Ariza Espinar, 2000)
ya que pertenecen a las categorias 4 y 3 de PlaEAr; estas especies son, ademas,

las que presentaron menor largo cromosémico.

Finalmente, se puede concluir que las diferencias cariotipicas encontradas
sugieren que la especiacion en estos taxones fue acompafiada por pequefios
cambios en los cromosomas, causados probablemente por inversiones y/o
translocaciones de segmentos de diferentes longitudes, lo cual requiere técnicas

moleculares para su determinacion.
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CONCLUSIONES

Todas las especies analizadas presentaron 2n=36: tres de ellas con 14 pares m
+ 4 smy las restantes con 12 pares m + 6 sm.

La longitud crom6somica promedio varid entre 2,11 y 2,97 um, habiéndose
encontrado diferencias estadisticas en las variables C, Lt, Ry A;. La clasificacion de
Stebbins resultd A2 para todos los taxones analizados.

Excepto en F. campestris, se encontr6 uno o dos pares de satélites que
variaron en su ubicacién. Todos resultaron microsatélites y se hallaron en posicion
terminal en un brazo corto. Su visualizacién fue poco constante ya que se han

observado en un bajo porcentaje de células.

Las diferencias encontradas entre las espcecies se corresponden, en parte, con
los datos de distribucion geogréfica, asi como también con los referidos a

exomorfologia y anatomia de 6rganos vegetativos.

Los datos obtenidos tienen valor taxondmico ya que se han encontrado
diferencias entre casi todas las especies; ademas, sugieren que su especiacion
habria sido acompafiada por pequefios cambios cromosémicos causados por

inversiones y/o translocaciones.
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CONCLUSIONES FINALES

Las especies de Flourensia estudiadas estan preparadas para sobrevivir y
desarrollarse en el ambiente en que habitan, con condiciones desfavorables como la
sequia, altas temperaturas, alta irradiacion solar y frecuencia de fuego. Esto es
posible ya que han desarrollado una gran cantidad de adaptaciones consideradas

xeromorficas.

Entre las mas importantes se destacd la presencia de tricomas glandulares,
eglandulares de diferentes tipos y conductos secretores esquizdgenos en todos los
organos de todas las especies. Se los observé tanto en los vegetativos, en hoja,
tallo, raiz y xilopodio, como en los reproductivos, en los capitulos, flores y frutos. Sus
funciones se relacionan con la prevencion del ataque de herbivoros y patégenos y
ademas, con el balance hidrico, por estar implicados en la absorcion y retencion de
agua. Sumado a esto se observaron en las hojas abundantes estomas y gran
desarrollo del parénquima en empalizada. En el lefio numerosos vasos, de diametro

pequefio y dispuestos en grupos.

Al respecto, F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii son consideradas mejor
adaptadas al ambiente xérico en que habitan, ya que tienen menor tamafio foliar,
reduccién en la cantidad de hacecillos foliares y mayor frecuencia estomatica, entre

otras caracteristicas.

En el sistema radical se observé el desarrollo de un xilopodio, y se pudo constatar
gue su funcion es regenerar la planta, por formacién de yemas nuevas, luego de un
incendio. Esta caracteristica es de vital importancia en las zonas serranas donde
habitan ya que la frecuencia de fuego es alta, en especial en la provincia de
Cordoba.

En las flores y frutos, se destacd la presencia de tricomas gemelos y en el
pericarpo de los aquenios se observo el desarrollo de una capa de fitomelanina. Esta
ultima funcionaria como una defensa contra el atagque de insectos o como una
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A pesar de todas estas adaptaciones, las especies estudiadas presentan una

escasa distribucion y abundancia. Esto podria explicarse teniendo en cuenta las
caracteristicas de su biologia reproductiva, como su sistema de incompatibilidad, la
baja produccion de aquenios fértiles, su escasa dispersion, los bajos porcentajes de
germinacion y la corta viabilidad de las semillas.

F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii serian las mas vulnerables ya que son las
especies menos abundantes, pertenecen a la categoria 5 de PlaEAr, y son las que
mostraron menor éxito reproductivo. Por el contrario, F. oolepis y F. campestris
resultaron con menor la cantidad de frutos inviables y mayor la germinacion, lo cual

se podria relacionar a su mayor abundancia.

En estas dos Ultimas especies se comprobd un fuerte sistema de incompatibilidad,
por lo que su reproduccion depende exclusivamente de los insectos polinizadores. Si
inferimos que en las restantes 4 especies el sistema es similar, el bajo éxito
reproductivo que se observo en ellas podria deberse a una falta de visitantes florales
efectivos, que transporten la cantidad y calidad de polen necesario. Sin embargo,

creemos que es necesario ampliar las investigaciones al respecto.

Los resultados obtenidos sobre la biologia reproductiva son fundamentales para
plantear posibles planes de conservacién y manejo de estas especies endémicas,
asi como también, para la reforestacién de zonas degradadas o quemadas, para su

cultivo como plantas ornamentales o por su interés farmacobotanico.

Con respecto a los estudios cariologicos, se corrobor6 el nimero cromosémico de
2n=18, se observaron 3 especies con 14 pares m + 4 sm, mientras que las restantes
presentaron 12 pares m + 6 sm y se encontraron diferencias en las variables C, It, R
y A1 y en la cantidad y ubicacion de los satélites. Las discrepancias se
corresponden, en parte, con los datos de distribucién geografica, morfoanatomia y
biologia reproductiva ya que F. hirta, F. leptopoda y F. niederleinii son las que
presentaron mayor largo cromosémico promedio. Por dltimo, las variaciones
encontradas sugieren que la especiacion en estos taxones habria sido acompafiada
por pequefios cambios cromosOmicos, causados por inversiones y/o

translocaciones.
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Finalmente, las caracteristicas mas importantes que permitieron diferenciar las

especies fueron: tamafio foliar y cantidad de flores por capitulo, frecuencia
estomatica y cantidad de hacecillos de conduccion en la vena media y el peciolo,
densidad de vasos del lefio, férmula cariotipica, largo promedio de los cromosomas,

indice de simetria y presencia y posicién de los satélites. Concluimos que estos

caracteres pueden ser utilizados en taxonomia y sistematica.
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Esta tesis sienta las bases para futuras investigaciones, entre las cuales se pueden

mencionar:

e Realizar estudios sobre distribucion y abundancia de las poblaciones, con el fin
de conocer el estado de conservacion actual de estas especies.

e Estudiar la ontogenia y desarrollo de los frutos sin embrion e indagar en su
posible funcion adaptativa. Ampliar las pruebas de germinacién, utilizando
diferentes poblaciones, mayor cantidad de individuos y diferentes ensayos, con
el fin de dilucidar las estrategias reproductivas.

e Realizar estudios complementarios de los cromosomas, utilizando las técnicas
de FISH y de bandeo CMA/DAPI, asi como también, estudiar los cromosomas
de otras especies del mismo género, con el fin de dilucidar las relaciones
filogenéticas entre ellas.
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