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EDITORIAL

Estimados lectores

Con esta publicacion se realiza la entrega del Volumen 15 de
nuestra revista Naturalia Patagonica, desde su relanzamiento en el afio 2002. Este
namero incluye un trabajo de revisién, varios articulos originales y un trabajo de
tesis realizado por docentes de nuestra Facultad.

Este numero incluye un trabajo de revision por invitacion sobre
una tematica relacionada directamente con nuestra region. Es de esperar que los
siguientes nimeros de la revista contengan otros trabajos semejantes, lo cual resulta
muy importante para dar a conocer al mundo cientifico, la experiencia y el
conocimiento alcanzado a través de los afios sobre un tema de la Patagonia
Argentina.

Como siempre estamos a disposicion de todas las consultas y/o
sugerencias que los lectores y autores deseen hacernos llegar, esperando se
traduzcan en beneficios para todos en su conjunto.

Agradecemos como con cada namero, a la Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de la Patagonia San
Juan Bosco, por el espacio en la web correspondiente.

Todos los nimeros de nuestra revista se pueden descargar desde
nuestra direccion web http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/naturalia.

Confiamos en la buena receptividad de Naturalia Patagdnica
entre nuestros lectores habituales y entre los lectores en general, que se interesen
por la problematica de las Ciencias Naturales y las Ciencias de la Salud
especialmente en el ambito de la region, invitando ademas a que se sumen autores
regionales y de otras latitudes, enviando su produccién cientifica para nuestro

siguiente numero.

Direccion, Secretaria y Comité Editorial



Foto de tapa: Coledptero alimentandose de A. boronioides en el Saltillo,

Chubut. Dra. Silvia Beatriz Gonzalez.
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A la memoria de Omar Cesari. Q.E.P.D. (1942-2019)

El Gedlogo Omar Cesari, docente e investigador ya jubilado de amplia y reconocida
trayectoria en la carrera de Geologia de nuestra Institucion, se desemperio como Decano
de la Facultad de Ciencias Naturales. El Gedlogo Cesari partio el pasado 30 de
noviembre. Llegue a todos sus familiares, colegas, amigos y quienes compartieron

momentos de su vida, nuestro sentido homenaje.

A la memoria de Alberto Cesar Ayape. Q.E.P.D. (1951-2019)

El Contador Alberto Cesar Ayape fue docente de la Facultad de Ciencias Economicas de
nuestra Universidad desde su inicio en Comodoro Rivadavia. Se desempernio ademds
como Secretario de Extension Universitaria, primero durante la gestion del Rector Jorge
Gil desde 2005 a 2009, y luego en la gestion del Rector Adolfo Genini desde 2009 a 2013.
Posteriormente se desempernio como Rector de la Universidad Nacional de la Patagonia
San Juan Bosco en el periodo 2013 a 2017.

El Contador Ayape partio el pasado 01 de diciembre dejando una huella enmarcada por
su intenso programa de Extension Universitaria. Llegue a todos sus familiares, colegas,

amigos y quienes compartieron momentos de su vida, nuestro sentido homenaje.

Diciembre de 2019.
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Review

Aspectos que se entrelazan: interacciones ecologicas, coevolucion y propiedades
emergentes, en el estudio de la relacion planta-insecto. Analisis con una especie

aromatica y medicinal nativa de la Patagonia Adesmia boronioides Hook. f.

Intertwining aspects: ecological interactions, coevolution and emergent properties
in the study of plant-insect interactions. Analysis on Adesmia boronioides Hook. f.

an aromatic and medicinal plant from Patagonia

Dra. Silvia Beatriz Gonzalez' y Dr. Gabriel Martin?

LIPAM (Laboratorio de Investigacion de Plantas Aromaticas y Medicinales), Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud, UNPSJB sede Esquel, silviaesquel@speedy.com.ar
Centro de Investigacion Esquel de Montana y Estepa Patagonica (CIEMEP), CONICET — UNPSJB.

RESUMEN
Adesmia boronioides, conocida como “paramela”, es una especie perteneciente a la
familia Leguminosae, que crece en pampas y cerros en Patagonia, Sudamérica, y ha sido
utilizada popularmente con fines medicinales, para una gran cantidad de afecciones
desde dolores reumaticos, hasta malestares digestivos. Se han realizado estudios con el
fin de profundizar en su potencial uso terapéutico con resultados promisorios como
antiinflamatoria y antiparasitaria. Asi mismo destaca por su actividad antioxidante y sus
cualidades para la industria cosmética y perfumeria. Se analizan en esta contribucion la
interaccion planta-insecto de la especie, considerando numerosas variables: sus
principales grupos fitoquimicos, taxa de insectos que la habitan, estacion del afio, estado
fenolodgico, especies botanicas asociadas, altitud, latitud y clima, entre otros. Es dificil
poder sacar conclusiones con tantos aspectos a tener en cuenta. Sin embargo, se ha
intentado establecer algunos parametros que influyen en la relacion Adesmia/insectos,
incluyendo muchos datos experimentales originales, realizados por los autores. Se
discute el concepto de la coevolucioén planta/insecto por medio de dos ejemplos, que
incluyen a dos especies de afidos: Aphis adesmiae y Uroleucon nahuelhuapense,
exclusivos de A. boronioides, y la interaccion entre A. bijuga y un abejorro nativo,
Bombus dahlbomii, nueve veces superior a los registrados para abejas y abejorros
exoticos. Exactamente lo contrario sucede con A. boronioides y la éxotica Apis

mellifera, que no visita a esta planta nativa. Se postula la existencia de una propiedad
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emergente de esta interaccion: el olor de la planta, resultante de la presencia de
cantidades importantes de compuestos volatiles, debido a que el aroma de una mezcla
nunca puede predecirse a partir del olor de sus componentes individuales, un principio
basico del arte y la ciencia de la perfumeria. Es asi como la interaccidon insecto-planta
determina nuevas combinaciones y proporciones en los terpenoides volatiles y, en
consecuencia, se generan variantes en el aroma de esta especie, que sin embargo
mantiene en las diferentes poblaciones y épocas, cierta cualidad tnica, dulce, balsdmica
e intensa, que la caracteriza.

PALABRAS CLAVES: Adesmia boronioides, coevolucion, emergencia, interaccion

planta-insecto.

ABSTRACT

Adesmia boronioides, commonly known as “paramela”, is a species within the family
Leguminosae that grows in flatlands and mountains of Patagonia (South America), that
has been popularly used for different medicinal purposes ranging from rheumatic pains
to digestive discomfort. Studies to increase our knowledge on its therapeutic use have
yielded promising results as anti-inflammatory and anti-parasitic. The plant also stands
out for its antioxidant activity and its qualities for cosmetic and perfume industries. In
this contribution we analize the species plant-insect relationship, considering different
aspects: its main phytochemical groups, arthropod taxa, season, plant phenology,
associated plant species, altitude, latitude and climate, amongst others. Although it is
difficult to draw conclusions with all these aspects taken into account, we have tried to
describe what influences the Adesmia-arthropod relationship, including many original
experiments done by us and other researchers from the region. We discuss a
coevolutionary relationship using different examples that include two aphid species
(Aphis adesmiae and Uroleucon nahuelhuapense, both exclusive of A. boronioides), and
the interaction between Adesmia bijuga and a native bumblebee (Bombus dahlbonii).
We also propose an emergent property resulting from the interaction between A.
boronioides and its associated arthropods, which influence the proportion of volatile
terpenoids generating new combinations/variants of the species’ smell. This
characteristic is maintained in the different populations and seasons throughout the year,
giving the plant its typical and uniquely sweet, balsamic and intense quality.

KEY WORDS: Adesmia boronioides, Coevolution, emergence, plant-insect

interaction.
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...”Los celtas han elaborado una concepcion de la vida llamada Wyrd: una manera
de ser y de evolucionar que trasciende nuestras nociones convencionales de libre
albedrio y de determinismo. De este concepto de Wyrd surge una vision del universo
representado por un sistema de fibras gigantescas, una especie de monumental tela de
araifia en tres dimensiones. Cuando se hace vibrar uno de los hilos de la tela, todo el
conjunto entra en resonancia, al estar ligados todos sus componentes. Esta imagen
trasciende nuestro enfoque de la ecologia, que no obstante ya ha ampliado nuestro
concepto de causa y efecto a cadenas de influencias mads prolongadas y mds
laterales”... P. Drouot en El chaman, el fisico y el mistico.

“Nuestra apreciacion de lo importante y de lo accesorio, de lo grande y lo pequefio,
asiéntase en un falso juicio, en un verdadero error antropomorfico. En la
Naturaleza no hay superior ni inferior ni cosas accesorias y principales.” Santiago
Ramén y Cajal

Todo en la naturaleza esta conectado, y existe en una interdependencia
multivariada, dificil de aprehender cuando lo dividimos en partes. Al estar todo en
conexion, cada parte posee algo mas, que la trasciende y que es inherente al todo, y
como el todo (materia/energia) permanece constante, cada cambio en una pequeiia
parte se compensa/complementa inevitablemente con un cambio en lo que esta
directamente en contacto, pero a la vez en el todo, que permanece constante...
Paradoja: El todo es eternamente variable y constante a la vez... S. Gonzalez

ESQUELENONA
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INTRODUCCION

La Planta

Adesmia boronioides, también conocida
como  “paramela”, “yauquén” o
“lonckotrevo”, es una  especie
perteneciente a la familia Leguminosae,

dentro de la subfamilia Papilionoideae.

La misma crece en pampas y cerros

e

Figura 1. Poblacion de 4. boronioides.
Figure 1. A. boronioides population.

A. boronioides suele adoptar forma de
arbusto midiendo entre 0,40 y 2 metros
de alto. Sus ramas son generalmente
rojizas, cubiertas por abundantes
glandulas  sésiles. Presenta  hojas

compuestas, con tamafios entre 3-9 cm,

entre los 0 y los 1500 m s.n.m. en

Patagonia, Sudamérica, estando
presente en Argentina en seis provincias
(Mendoza, Neuquén, Rio Negro,
Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego)
y en Chile en dos regiones (XI y XII)

(Instituto Darwinion, 2018) (Figura 1).

y foliolos entre 2-8 mm, carnosos y
obtusos, también con glandulas. Sus
flores amarillas, de no mas de 10 mm de
longitud, estan dispuestas en racimos, y

su fruto es un lomento compuesto por 3-
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5 artejos, glanduloso y pubescente

(Ulibarri, 2000) (Figura 2).

23,

Figura 2. Flor y fruto de 4. boronioides.
Figure 2. Flower and fruit of A. boronioides.

Es una especie que ha sido utilizada
popularmente con fines medicinales,
para dolores reumaticos, caida del
cabello, para las vias respiratorias,
como agente digestivo, para aliviar
malestares  menstruales 'y  como
afrodisiaco (Gonzélez, 2002).
Asimismo, es citada como febrifuga y
contra las quemaduras (Barboza et al.,
2009). Se han realizado estudios con el
fin de profundizar en su potencial uso
terapéutico dando resultados
promisorios en relacidon a su capacidad
antiinflamatoria (Gonzalez et al., 2003)
y como antiparasitario, inhibiendo el
crecimiento de Trypanosoma cruzi
(Gonzélez et al., 2008). A su vez, se
obtuvieron datos en ensayos que
mostraron una alta actividad
antioxidante (Gonzélez et al., 2013;

Gastaldi, 2013).

Metabolismo primario y secundario
Se puede definir como metabolismo al

conjunto de reacciones bioquimicas y

fisico-quimicas llevadas a cabo por los
organismos, con el fin de cumplir sus
funciones vitales, entre las cuales se
encuentran, por ejemplo, crecer y
reproducirse. La mayor parte del
carbono, del nitrégeno y de la energia
forma parte de moléculas comunes a
todas las células, constituyendo los
llamados metabolitos primarios que
agrupan, entre otros, a los aminodacidos,
nucledtidos, azucares y lipidos,
presentes en todos los organismos y
desempefiando las mismas funciones.
Sin embargo las plantas destinan parte
del carbono asimilado y de la energia a
otro conjunto de reacciones
bioquimicas, el metabolismo
secundario, que es dependiente y
obtiene sus precursores del
metabolismo primario. El metabolismo
secundario se ocupa de la sintesis de
una gran variedad de moléculas
organicas de naturaleza quimica

diversa, que no tienen un rol directo en

las funciones vitales de la planta, pero
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que si representan para el vegetal un
factor esencial, ya que intervienen en
las interacciones de la planta con el
ambiente. Si  bien pueden ser
clasificados con diferentes criterios,
pueden ser incluidos en cuatro amplias
categorias:  Terpenoides,  Fenoles,
Glicosidos y Alcaloides (Avalos Garcia

& Pérez-Urria, 2009).

Variabilidad en la produccion de
metabolitos secundarios
Aunque el metabolismo secundario

depende de la informacion genética, es

Radiacion UV
Temperstura

Altitud

Latitud

Mutrientes

Salinidad
Disponibiidad de Agua
Ciclo estacional

Ciclo Circadiano

fuertemente influenciado por
determinados  factores abidticos o
biodticos, como es 16gico tratindose de
productos naturales que surgen como
respuesta al ambiente (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007). Dentro de los factores
abioticos, se pueden mencionar los
ambientales como la temperatura, la
salinidad, la composicion del suelo, la
disponibilidad de agua, la radiacion, el
estrés quimico y el estrés mecanico

(Petinatti Pavarini ef al., 2012; Akula &
Ravishankar, 2011) (Figura 3).

Informaddon genstica
Desarrolloy Crecimiento
Edad

Interaccion planta-planta
Interaccion planta-insecto
Fenologia

Patogenos

Herbivoros

Figura 3. Interacciones bidticas y abidticas en las plantas.

Figure 3. Biotic and abiotic interactions in plants.

La latitud, la altitud, los ciclos
circadianos (dia, noche) y los ciclos

estacionales (otofio, invierno,

primavera, verano) son variables

abidticas que también intervienen en la
produccion de estos metabolitos. Al
mismo tiempo, todos los factores se

relacionan, por ejemplo, la radiacion
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UV depende de la estacion, la capa de
ozono, la altitud y la temperatura
(Larson, 1988). Estos factores afectan
no solamente al metabolismo
secundario, sino también al crecimiento
y desarrollo del vegetal (metabolismo

primario). En cuanto a factores bioticos,

si bien es un proceso interno de la
planta estd intimamente relacionado con
los ciclos estacionales (Petinatti
Pavarini et al., 2012). En sintesis, la
regulacion del metabolismo secundario
involucra la interaccion (sinergia o

antagonismo) de procesos bioquimicos,

se encuentran las interacciones con fisioldgicos, ecoldgicos y evolutivos

otras plantas, con patdgenos (Hartman, 1996) (Figura 4).

y

herbivoros, e incluso la fenologia, que

GENOTIPO DE LA PLANTA
(Ontogénesis y fenologia)

1

SINTESIS DE TERPENOIDES
Diponibilidad Efectos en la cantidad total <«— Presiones de la seleccion bidtica
dAeb'faC'toreS y diversificacionde las mezclas de compuestos G Enzimas multiproducto
6ticos
Emitidos al Secuestrados en
Ambiente las plantas
dleachlng Y. Cobertura vegetal Inhibicion o
escomposicion 4 supresion de
| \4 . organismos fitopatogenc
| volatilizacion | s  Defensadirecta
A \ l (constitutiva o inducida)
Defensa

Efectos toxicos

0 persuasivos en
herbivoros (generalistas
o especialistas).

Proteccion
contra alta temperatura
y evapotranspiracion

Atraccion de
polinizadores
y dispersores

N\

Indirecta: por
Atraccion de
entomo6fagos

Figura 4. Algunos factores que afectan la sintesis de los terpenoides en las plantas superiores (adaptado
de Lagenheim, 1994).
Figure 4. Some factors in higher plants terpenoids synthesis (Adapted from Lagenheim 1994).

Los terpenos sintetizados por la planta
se hallan en mezclas, constitutivas o
inducidas, y pueden ser emitidos al
ambiente por volatilizacioén con el fin de
atraer entomofagos o polinizadores, o

bien por secrecion formando una

cubierta en ramas tiernas y hojas, para
proteger de las altas temperaturas y de
la evapotranspiracion. Los terpenos
secuestrados en las plantas pueden
actuar en la defensa directa contra

organismos fitopatdgenos o bien como
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sustancias tdxicas o persuasivas para
herbivoros (Figura 4). En situaciones de
biosintesis como respuesta inducida, en
general, es muy notable el aumento de
aquellos componentes que tienen
efectos mas deletéreos sobre los hongos
e insectos (Raffa, 1991). Los
constituyentes  individuales de las
mezclas de terpenos pueden tener
multiples efectos, teniendo entonces un
impacto ecoldgico mas amplio. Es el
caso del a-pineno y limoneno que
intervienen en la defensa directa de la
planta contra herbivoros y patégenos,
son aleloquimicos y favorecen la
polinizacion. (Lagenheim, 1994). En
muchos casos, la generacion de estos
compuestos promueve modificaciones
en los insectos fitofagos, que mediados
por la seleccion natural, generan
mecanismos para seguir alimentandose
de esas plantas. Estos mecanismos
producen un verdadero ‘“‘contrapunto
biologico” entre la generacion de
compuestos por la planta y los
mecanismos de detoxificacion de los
insectos, evidenciando un mecanismo

coevolutivo.

Por su parte los flavonoides cumplen
numerosos roles en las plantas tales
como defensa ante la radiacion UV-B y
la infeccion por patoégenos, moléculas
sefiales en la nodulacion, en la fertilidad

del polen, etc. (Falcone et al., 2012).

Los insectos

Los insectos (Insecta) son una clase de
animales invertebrados del filo de los
artrépodos, caracterizados por presentar
un par de antenas, tres pares de patas y
dos pares de alas (que, no obstante,
pueden reducirse o faltar), entre otras
caracteristicas. Los insectos son el
grupo de animales mas diverso de la
tierra, con aproximadamente un millon
de especies descritas; mas que todos los
demas grupos de animales juntos y con
estimaciones de hasta 30 millones de
especies no descritas (algunos autores
mencionan una riqueza de entre 6 y 10
millones), con lo que, potencialmente,
representarian un porcentaje muy alto
de las formas de vida del planeta. Los
factores bidticos y abidticos que
intervienen en la vida de los insectos se

mencionan en la Figura 5.
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Radiacion UV
Tempe@tura

Altitud

Latitud "\

Humedad
Ciclo estacional

Ciclo Circadiano

Informaddan gensdtica

Desarrolloy
Reproduccion

Interaccion insecto-
insecto

Interaccion planta-
insecto

Patogenos

Entomofagos

Figura 5. Factores bidticos y abidticos que afectan al insecto. (Gonzalez S.).
Figure 5. Insects interactions: biotics and abiotics factors (Gonzalez S.).

Coevolucion

Se define como un cambio evolutivo en
una caracteristica de los individuos de
una poblacién, en respuesta a las
cualidades de individuos de una
segunda poblacion, seguida de la
respuesta evolutiva de la segunda
poblacion al cambio de la primera
(Janzen, 1980). La Teoria de Ia
Coevolucion Bioquimica (Ehrlich y
Raven, 1964) establece que la sintesis
de compuestos secundarios como
toxinas vegetales estdn especificamente
relacionadas con patrones de utilizacion
de plantas hospedadoras por insectos
fitofagos. Las angiospermas, mediante
mutaciones y recombinaciones
ocasionales, producen una serie de
(alcaloides,

compuestos  quimicos

terpenoides, flavonoides, etc.) que no
estan relacionados directamente con el
metabolismo basico. Algunos de estos
compuestos reducen o destruyen la
palatabilidad de la planta en la que se
producen. Asi, la planta que genera
estos compuestos se protege y entra en
una nueva zona adaptativa. Los insectos
fitéfagos pueden evolucionar, en
respuestas a la produccion de estos
compuestos por parte de las plantas, con
respuestas  fisiologicas como la
detoxificaciéon. La seleccion natural,
actuando en las poblaciones de insectos
expuestas a estas interacciones, podria
llevar a una zona recombinante o
mutante y, sucesivamente, a una nueva
zona adaptativa. Los insectos que

pudieran de alguna manera adaptativa,
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neutralizar o minimizar los efectos de
los compuestos generados por las
plantas, encontrarian un espacio para
diversificarse, en ausencia de

competencia con otros insectos. La

especializacion para generar
compuestos repelentes en las plantas y
su respectiva detoxificacidon en insectos,
llevaria a una coevolucion entre estas

especies (Tabla I).

Tabla I. Ejemplo de coevolucién quimica entre plantas y animales.
Table I. Chemical coevolution between animals and plants.

Secuencia | Respuesta en planta Respuesta en animal
de eventos
1 Sintesis y acumulacion de Todas las especies las evitan
Toxina I
2 Sintesis continua Pocas especies se adaptan. Mayoria de las especies las
evitan
3 Supervivencia con La toxina 1 se convierte en un atrayente alimenticio para
depredacion limitada las especies adaptadas
4 Mas especies se adaptan causando presion en la
herbivoria
5 Sintesis y acumulacion de la todas las especies las evitan
toxina II
6* Sintesis continuada de Toxinas | Adaptacion de pocas especies, la mayoria de las especies
Iyll las evitan

* Eventos adicionales pueden incluir la desaparicion Toxina I de la planta y la sintesis de mas toxinas efectivas III y IV, etc.
(Material del curso Bioquimica Ecoldégica FCNyCS-UNPSB, 2019).

Propiedades Emergentes

El concepto de emergencia fue creado

propias de los componentes

individuales, se requiere que éstos

para designar propiedades de los grupos

que no pueden ser explicadas
completamente por sus componentes
individuales (Mayr, 1982).

Desde un enfoque mecanicista basico,
para que surja la emergencia de
propiedades que

superen  aquéllas

compartan propiedades comunes y con

las suficientes materia y energia
concentradas en el espacio y el tiempo,
para desplegar un efecto medible y de
larga duracion.

Esto ocurre por una amplificacion de

fendmenos restringidos en el espacio o

10
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tiempo, pasando en un tiempo y espacio
dados, desde el caos al orden (Levin,
2000).

Varias hipotesis de las influencias en las
interacciones planta-herbivoro y
herbivoro-predador  consideran  los

efectos interactivos de la calidad de la

planta, la amplitud de la dieta del
herbivoro y sus enemigos naturales
(predadores). Pero estas hipotesis
fallan a la hora de considerar la
influencia simultanea de los 3 factores.

(Mooney et al., 2012).

Tabla I1. Descripcion de las 3 hipoétesis tradicionales para las interacciones planta-herbivoro y herbivoro-
predador y sus relaciones con la hipdtesis de interacciones tri-troficas (ITT). (adaptado de Mooney et al.,

2012).

Table II. Descriptions of three long-standing hypotheses for plant-herbivore and herbivore-predator
interactions and their relation to the tri-trophic interactions hypothesis (adapted from Mooney et al.,

2012).

Hipétesis original

Predicciones bajo ITT

Nombre

Factor considerado

Predicciones

Eficiencia fisiologica

Amplitud de la dieta,
calidad de la planta

Los especialistas estan
mejor adaptados que los
generalistas al
compartir plantas como
alimentos y la variacion
en calidad de planta-
huésped tendria
mayores efectos sobre
los generalistas que
sobre los especialistas.

Los beneficios de la
especializacion para el
desempefio es mayor en
presencia de enemigos
naturales (que en
ausencia).

Espacio libre de
enemigos

Amplitud de la dieta,
enemigos naturales

Los especialistas son
mejores que los
generalistas al
compartir plantas para
la evitacion de
predadores.

Los beneficios de la
evitacion de predadores
de los especialistas son
mayores en plantas de
baja calidad.

Crecimiento lento/alta
mortalidad

Calidad de plantas,
enemigos naturales

Las plantas de baja

calidad aumentan el
efecto de enemigos

naturales.

Las plantas de baja
calidad aumentan el
efecto de enemigos
naturales en mayor
medida para los
generalistas (que para
especialistas)

Para comprender la complejidad de los

sistemas ecologicos son necesarios

enfoques mas realistas. Las propiedades

emergentes de sistemas reales pueden
usarse como base para nuevas miradas,

no reduccionistas ni holisticas. Se

11




Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 01-43. Interaccion planta-insecto en Adesmia boronioides.

identificaron tres sistemas que exhiben
propiedades emergentes (burbuja, onda
y cristal). No existe un ensamble
jerarquico de los  componentes
individuales, con la amplificacion y
conexion como los dos principios que
gobiernan su desarrollo, mantenimiento
y relaciones mutuas. Encontramos
ejemplos dentro de los campos de las
ciencias  bioldgicas y ecologicas,
incluyendo desde organismos
individuales hasta paisajes (Ponge,

2004).

INVESTIGACION

Origen de las Leguminosae y del
género Adesmia

Las Leguminosae se diversificaron en el
Terciario temprano para convertirse en
un elemento ubicuo en la biota terrestre,
en tiempos en que se diversificaron
otros grupos terrestres prevalentes,
como las familias dominantes de
angiospermas, helechos, mamiferos,
peces teledsteos, aves e insectos (Lavin

et al., 2005) (Figura 6).

Conifers, Cycads,
Cycadeoids, Gingkos

Figura 6. Cronologia de la evolucion de las plantas y los inicios de los diferentes tipos de herbivoria de
insectos. Surgimiento de las Leguminosae en el Terciario temprano. (material del curso Bioquimica
ecologica 2018 FCNyCS UNPSJB, modificado por Gonzalez S.).

Figure 6. Chronological evolution of plants and emergence of insects herbivory. Leguminosae emergence

during tertiary age.

Ya a fines de la Era Cenozoica, hace
menos de 6 Ma, durante el Plioceno y
Pleistoceno, los Andes llegaron a su
maxima altura y se dieron las
condiciones mas secas y frias en el

continente sudamericano, produciendo

importantes glaciaciones. Estos cambios
climaticos y geograficos produjeron
nuevos ambientes y un aumento en el
niamero de especies de géneros andino-

patagonicos como Adesmia (e.g.,

12
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paramela, mamuel choique) Raffaele et

al., 2004).

Caracteristicas histologicas de A.
boronioides

De acuerdo a los estudios efectuados se
pueden definir como originales, los

siguientes caracteres histologicos de

diagnéstico de los organos vegetativos
de A. boronioides: Hoja, vista
superficial: Tricomas tectores en ambas
epidermis, con  extremo  distal
encorvado; estomas ciclociticos en caras

adaxial y abaxial.; poros de secrecion

“crateriformes” (Figura 7).

W) pm

Figura 7. Fotografia MEB de la estructura secretora (Najera ef al., 2000).
Figure 7. MEB image of secretory structure (Najera et al., 2000).

Hoja, corte transverso: cuticula
gruesa; epidermis  uniestratificadas
interumpidas por estomas y tricomas;
mesofilo bilateral; sistema vascular de
haces colaterales; cristales simples de
oxalato de calcio. Tallo, corte
transverso: epidermis con tricomas
tectores y poros secretores
“crateriformes”; haces colaterales con
casquete de  fibras  periciclicas;

estructuras secretoras con contenido

pardo rojizo en corteza y médula. Tallo,
corte longitudinal: tubos de secrecion
en corteza y médula; cristales simples
de oxalato de calcio en parénquima
medular.

De acuerdo a algunos autores, la
localizacion superficial de toxinas
afectan principalmente a los insectos, en
este caso particular la presencia de

resinas, que pueden  producir

13
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inmovilizacion de algunos de ellos

(Figura 8).

Localizacion de las toxinas en la planta

Superficie

Pelos glandulares

Ceras

Latex (por exudado)

Resina

Exudados de yema

Figura 8. Localizacion de las toxinas superficiales en plantas (adaptado del material del curso

Bioquimica Ecoldgica).
Figure 8. Superficial toxins locations in plants.

Estudios fitoquimicos
Terpenoides

Ademas de ser medicinal, A.
boronioides es una planta aromatica,
por lo cual han sido estudiados
exhaustivamente sus aceites esenciales,
habiéndose identificado mas del 90% de
sus constituyentes volatiles (Gonzilez
et al., 2002; 2004; 2016), destacandose
entre ellos un nuevo esqueleto

sesquiterpeno, que fue nombrado como

Esquelenona (Figura 9 y Tabla III). Se

han analizado, ademas, la variabilidad
de estos componentes volatiles a lo
largo de un gradiente latitudinal que
incluyo a las provincias de Neuquén,
Rio Negro, Chubut y Santa Cruz,
identificandose  la

presencia  de

quimiotipos (Gonzalez et al., 2016).
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1
(15 ,4R,55)-e=quel-6-en-9-one

Figura 9. Un bis-norsesquiterpeno, componente mayoritario en el aceite esencial de 4. boronioides en 15
poblaciones estudiadas, formula estructural y modelos moleculares. (Gonzalez S.).

Figure 9. bisnorsesquiterpene from major component of A. boronioides essential oil. Structure and
molecular models.

Tabla IlIl. Composicidon promedio de los aceites esenciales de A. boronioides (Gonzalez et al.,
2004).
Table Ill. Essential oil composition of A. boronioides (Gonzalez et al., 2004).

Table I. Percentage composition of the oil components of Adesmila boronioides

Peak : Peak

number® Compound RI? AL® Yo number* Compound ALY RLE %

i a-pinene 112 209 3.0 <3| trans-carveol 515 341 05
2 B-pinene 148 226 0.4 32 aristolone 520 840 02
3 limonene 204 250 0.3 33 p-cymen-8-ol 522 a2z 0.4
4 1,8-cineole 209 248 0.1 34 a-agarofuran 536 807 28
5 {E}-2-hexenal 212 147 0.3 35 cis-muurol-5-en-48-ol 545 510 0.6
6 o-cymens 233 245 0.4 36 a-calacorene 548 506 05
7 o-gualacol 314 240 0.5 a7 cubabol 562 485 2.8
8 cis-linalool oxide~ 325 - 0.1 a8 esquel-6-en-8-one 563 482 18.1
9 o-cubsbene 328 419 1.0 39 o-muuroiol 566 557 0.6
10 trans-linaloo! oxide* 338 268 0.1 40 p-calacorene 570 513 01
11 a-copaene 344 429 0.8 41 furopelargone A 576 501 0.5
12 a-campholenal 345 295 0.4 42 epi-a-muuroiol 580 554 0.4
13 B-bourtbonene 357 431 0.1 43 ledol 601 537 0.4
14 p-cubsbene 366 434 0.5 44 gleenol 608 531 0.6
15 finalool 376 285 0.4 45 w-copaen-11-ol 617 509 8.5
18 guaia-6,9-diene 400 480 0.6 46 cubenol 618 561 1.9
17 terpinen-4-ol 402 321 0.2 47 1-epl-cubenol 622 552 35
18 aromadendrene 408 465 0.4 48 gualol acetale 628 558 0.6
19 alig-aromadendrene 418 463 0.3 49 turopelargone B 634 522 1.8
20 trans-sabinol 425 304 0.1 50 10-epl-y-eudesmol 640 553 4.8
21 epi-zonarene 427 480 0.7 51 B-copaen-4at-ol 660 518 0.3
22 trans-pinocarveo! 429 308 0.1 52 o-sudesmol 662 561 0.1
23 cls-yerbenol 430 308 0.1 53 esquel-7-en-g-one 671 529 125
24 a-terpinecl 449 330 0.2 54 occidol 6681 - 0.5
25 Fmuuroiens 451 485 1.0 55 epi-a-cadinol 6887 560 2.0
28 B-dihydroagarofuran 454 494 1.3 56 cadalens 6680 566 0.4
27 a-muurolene 458 487 0.7 57 4a-hydroxy-

28 s-cadinens 473 503 58 dihydroagarofurane 700 558 36
20 cadina-1,4-diena 483 506 0.4 58 eaquel-7-en-6-0l-8-one  BOO BO4 1.0
30 cis-calamanane 508 498 1.6 58 ssqusiphanol 860 533 05

gompounds are listed according to polar column ordar; *retention index in Carbowax 20M; “retention index in SE30; *furanaid form

514sJournal of Essential O1l Research Vol 18, November/Dacember 2004
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Entre los componentes de los aceites
esenciales se encuentran mono Yy
sesquiterpenos, éstos ultimos
mayormente representados por
esqueletos sesquiterpénicos de los
siguientes  origenes  (Figura 10):
Derivados del esqueleto cadinano,
principalmente d-cadineno y
calameneno. Los que poseen esqueletos
cubebano y copaano se consideran

subclases derivadas del cadinano. Se

%

27, 6E-FPP

Cadinano: esqueletos
cadinano, copaano,
cubebano, muurol ano.

encuentran dentro de estas subclases,
estructuras como el o-copaenol y
cubebenos. Derivados del esqueleto
germacrano, pertenecen a este grupo
los esqueletos eudesmano y guaiano.
Encontramos como  representantes
mayoritarios en el aceite esencial, 10-
epi-y-eudesmol y agarofuranos con
esqueleto eudesmano; y esquelenona,

isoesquelenona y furopelargonas, con

esqueleto guaiano.

B

2E, 6E-FPP

Germacrano: esqueletos

eudesmano, eremofilano,
guaiano.

Figura 10. Esqueletos cadinano y germacrano, y sus derivados, en el aceite esencial de 4. boronioides.

(Gonzalez, 2002.).

Figure 10. Cadinane and germacrane skeletons and their derivatives in A. boronioides essential oils.

Un aspecto muy interesante de notar es
la presencia de mayor porcentaje de

monoterpenos y hemiterpenos en los

sitios mas australes, en particular de un
precursor de glicosidos cianogénicos el

2-metilbutanonitrilo (Figuras 11y 12).
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% segun clase terpenos 2014
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0,0

hemiterpenos
I monoterpenos
W sesquiterpenos

%

Figura 11. Porcentaje segun clase de terpenos en los aceites esenciales de A. boronioides en 6 sitios de la
Patagonia (Gonzalez S.).
Figure 11. Terpenes types percentages in A. boronioides essential oils. Six locations in Patagonia (S.

Gonzalez).
° \)\/N
0O ¥

2-Pentanona 2-metilbutanal 2-Metilbutanonitrilo
o)
\)\/OH wo &
H
2-Metil-1-butanol Hexanal

3-Metilciclopentanona

Figura 12. Hemiterpenos presentes en el aceite esencial de A. boronioides, el 2-metilbutanonitrilo puede
ser precursor de la lotaustralina, glicésido cianogénico (Gonzalez S.).
Figure 12. Hemiterpenes in 4. boronioides essential oils (Gonzalez S.).

Los nitrilos (2-metilpropanonitrilo y 2- Lotaustralina, a partir de los
metilbutanonitrilo)  son  probables aminoacidos Valina e Isoleucina,
intermediarios en la biosintesis de los respectivamente (Figura 13).

glucosidos cianogénicos: Linamarina y
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COCH
CHax 5 CHjy\ CH CN
3/CH—C-'NH2 ’/cn-cn ":;c/
CH3 l!| CH} CH3 \O“QIUC
L-Valine 2-Methylpropanenitrile 1 Linamarin
COOH
CH3‘CHZ¢" 5 CH3'CH2¢: CH3"CH2¢_ /CH
’CH—C—NH;._ CH-CN C
CH3 :'l CH;I CH3( \O-QIUC

L-Isoleucine

2-Methylbutanenitrile 2

(R)Lotaustralin

Figure 13. Biosintesis de glicdsidos cianogénicos a partir de aminoacidos (Davis and Nahrstedt, 1987).
Figure 13. Cyanogenic glycosides biosynthesis from aminoacids (Davis and Nahrstedt, 1987).

Fenoles y flavonoides

Se ha estudiado la presencia de fenoles
y flavonoides en doce  sitios
representativos de su  distribucion
patagonica, en algunos casos en
diferentes épocas del ano. Se midieron
la actividad antioxidante, el contenido
total de fenoles y el contenido total de
flavonoides  (Silva  Sofras, 2016;
Gastaldi et al., 2018). Entre los
flavonoides y sus glicosidos se
detectaron rutina, quercetina, quercetina
3-O-glucosido, robinina, quercitrina y
luteolina 3'-O-glucuroénido. Los

mayores  valores de  actividad
antioxidante y contenido total de
fenoles y flavonoides correspondieron a

sitios muestreados durante el otofio.

Glicosidos cianogénicos

En cuanto al estudio de los glicosidos
cianogénicos, en distintas poblaciones
de su distribucion patagdnica se detectod
su presencia exclusivamente en las
ubicaciones mas australes. Sin embargo,
no es una especie cianogenética
estrictamente hablando, por ausencia de
una enzima. El HCN liberado por la
especie alcanz6 valores de 0,47 pg de

HCN/g de planta (Silva Sofrés, 2016).

Estudios de los artréopodos asociados
a A. boronioides

Martin  (2001) realizd un estudio
detallado sobre la entomofauna asociada
a A. boronioides en poblaciones del
Cerro La Hoya, Esquel (Chubut),
encontrando una riqueza y diversidad de

especies muy notable, relacionada con
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variables como la edad y el tamafio de

las plantas, su altitud y estacion del afio

(Tabla IV).

Tabla IV. Entomofauna asociada a A. boronioides en el Cerro La Hoya (Martin, 2001).
Table IV. Entomofauna of A. boronioides in La Hoya mountain (Martin, 2001).

Riqueza especifica, densidad v abundancia relativa por orden.

Orden AbundandaRdativa %  MNimero De Individuos  Numero De Espedes
Hymenoptera 28 &3 28
Diptera 1,99 59 24
Henuptera 3582 1061 4
Coleoptera 23 68 11
Thysanoptera 45,17 1338 1
Collembola 2,39 71 1
Lepidoptera 0,03 1 1
Araneae 72 51 8
Acari 2,39 71 1
Huevos 2 6 1
Larvas 5.03 149 9
Pupas 0,03 1 1
Indeterminados 0,1 3 3

99,97 2962 93

Los artropodos  encontrados  se
dividieron en 2 gremios, de acuerdo al
recurso principal que utilizan como
alimento: Fitéfagos, que corresponde a
todos los artropodos que utilizan en
mayor proporcion alguna parte de la
planta como alimento en su ciclo de
vida (e.g., Aphidae como succionador
de savia, Curculionidae en estado larval
como consumidor de  semillas,
Buprestidae como consumidor de la
parte herbacea, Thysanoptera como
consumidor de partes de las flores,
Vespidae como consumidor de polen o

néctar); 'y  Depredadores, que

corresponde a los artrépodos que se
alimentan mayormente de  otros
artropodos (e.g., Coccinelidae, que se
alimenta de  pulgones;  algunos
Hymenoptera como parasitoides o
hiperparasitoides; Araneida, que se
alimentan de insectos). Las principales
conclusiones de este trabajo fueron que:
La riqueza especifica total de
artropodos asociados a A. boronioides
no presentd diferencias significativas
a lo largo del gradiente altitudinal.
Sin embargo si se registraron cambios

en la composicion faunistica existiendo

un reemplazo de especies en los
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distintos niveles.  La densidad de
individuos por planta aument6 con la
altura del sitio de estudio, cuando los
registros fueron realizados sobre las
plantas de mayores tallas. Este patron
no se cumplié cuando todas las tallas de
A. boronoides se consideraron en su
conjunto. La densidad y la riqueza
taxonomica no permanecieron
constantes a lo largo del periodo de
estudio sino que disminuyeron hacia
los meses invernales. La densidad y
diversidad de los organismos asociados
a A boronioides ~ presentaron
variaciones en funcion del tamafio de
planta, registrdindose menores valores
de riqueza y densidad en las tallas
menores. La mayor variacion en la
composicion y densidad de especies
asociadas a A. boronoides estuvo
explicada por el factor estacional, las
tallas de los arbustos estudiados y la
altura de los sitios muestreados. Sin
embargo, existio una gran cantidad de
registros de especies Unicas y de baja
frecuencia, lo que podria explicarse por
aportes de especies satélites
provenientes del resto de las plantas que
acompafian a Adesmia en la comunidad
de herbaceas de La Hoya.

Forcone et al. (2009) siguieron la
fenologia de floracion de las especies

registradas en el area de influencia de

los colmenares del wvalle de Los

Antiguos (Santa Cruz). Relevaron las
especies entomofilas que, en estudios
previos realizados por los autores,
fueron registradas como frecuentadas
por Apis mellifera. Cabe destacar que
entre las plantas clasificadas como “no
visitadas™ se registrd A. boronioides,
especie nativa melitofila que segun este
estudio impacta visualmente en el
paisaje por su abundancia.

Por otra parte, Delfino (2009)
documenta una nueva especie de afido
asociada con A. boronioides (Aphis
adesmiae Delfino sp. n.), cuyos
caracteres morfologicos
correspondientes a una hembra vivipara
aptera y describe aspectos de su
biologia. Nieto Nafria et al. (2016)
estudiaron 34 muestras de pulgones del
género Aphis recogidas sobre especies
de Adesmia en Argentina y Chile e
identificaron  siete  especies:  A.
craccivora, cosmopolita y polifaga, A.
mendocina y A. adesmiae, ya citadas en
Argentina sobre Urtica mollis 'y
Adesmia boronioides, respectivamente,
y cuatro especies nuevas; describen,
ademas, las hembras viviparas aladas de
A.  adesmiae (Figura 14) vy
proporcionan una clave de
identificacion  para las  hembras
viviparas apteras del género Aphis que

viven sobre especies de Adesmia ( Tabla

V). Las colonias se establecen en las
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ramas finas de la hospedadora y son muy apretadas (Delfino et al., 2009).

JUAN M. NIETO NAFRIA e al.

[T
=,

Figura 14. Hembras viviparas aladas de Aphis adesmiae Delfino, A: dorso del abdomen; B: cola; C:
corniculo. (Nieto Nafria et al. 2016).

Figure 14. Viviparous female of Aphis adesmiae Delfino. A: dorsum of the abdomen; B: cauda; C:
antenna. (Nieto Nafria et al. 2016).

Tabla V. Sitios donde se encontraron los afidos en A. boronioides. (Nieto Nafria et al. 2016).
Table V. Locations where Aphis were found on A. boronioides. (Nieto Nafria et al. 2016).

Crupo Muestra Territ. Localidad Coordenadas y altitud Fecha Hospedadora
ARG-1043 [se- ; ot e i o

PAP CHU | Rio Mayo 45°41"5, 70°15"0; 550 m | 13-dic-04 | Adesmia sp.
cuen.]

ROS | ARG-4TS NEU | Zapala 38°44°S, T0°16°0; 1050 m | 24-ene-00 | 4. boronioides

BRI ARG-1586 NEU | Paso de Pino Hachado | 38°38°S, T70°19°0; 1410 m | 12-dic-09 | 4. boronicides
ARG-1673 NEU | Puerto Huemul 40°59°5, T1°2000; 900 m | 14-die-09 | 4. boronioides

Asi, A. boronioides es la unica hospedadora conocida de este pulgon (Aphis adesmiae),

tanto en el sur de la Argentina (i.e., Santa Cruz) y a muy baja altitud como en zonas
andinas situadas mucho mas al norte, en la provincia del Neuquén. La distancia que
separa las localidades mas extremas de este estudio, entre Glier Aike y Paso de Pino
Hachado, es de unos 1450 km en linea recta.

Mas recientemente, Nieto Nafria et al. (2019) mencionan a una nueva especie de afido,
Uroleuocon nahuelhuapense, que se alimenta de los tallos de A. boronioides, hasta

ahora el unico hospedador conocido para la especie (Figura 15).
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FIGURE 1. Uroleucon nahuelhuapense Nieto Nafria & von Dohlen, sp. n. Apterous viviparous female. A, habitus. B,
Antennal segments I1 and [1I. C, Antennal segment VI and very end of antennal segment V. D, Tarsus and very end of tibia of
hind leg. E, Siphunculus. F, Apical part of siphunculus. G, cauda and anal plate. A—C, F and G holotype; D and E, a paratype,

specimen number 5.

Figura 15. Hembra vivipara de Uroleuocon nahuelhuapense Nieto Nafria & von Dohlen.
Figure 15. Viviparous female of Uroleuocon nahuelhuapense Nieto Nafria & von Dohlen.

DISCUSION Y CONCLUSIONES inducibles) se identificaron en A.
Rasgos de defensa en A. boronioides boroniodes la presencia de:

Dentro de los rasgos o caracteristicas de 1. Tricomas tectores de tipo
defensa de las plantas (constitutivas e semimalpighidceo en tallos y

hojas. (Figura 16)
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Cristales de oxalato de calcio,
simples, tanto en hoja como en
tallo. (Figura 17).

Resinas, con mayor abundancia
durante el invierno (Figura 18).
Mono y Sesquiterpenos,
algunos ampliamente
reconocidos como elementos de
defensa, por ejemplo el
limoneno y el a-pineno. Este
ultimo posee multiples efectos
tanto en defensa directa como
indirecta (alelopatia, atraccion
de entomodfagos, etc.). Los
insectos son  sensibles a
pequefias concentraciones de
productos quimicos volatiles
Glicosidos cianogénicos, A.
boronioides presenta glicosidos
cianogénicos en sus poblaciones
mas australes, esto es coherente
con la presencia significativa del
2-metilbutanonitrilo, precursor
de la lotaustralina, en los
compuestos volatiles de A.

boronioides, para esas

localidades (Gonzalez, 2014).
Las poblaciones cianogénicas
estan asociadas con locaciones
de poca altitud y su funcion
podria estar ligada a diferentes
factores endogenos o exdgenos,
como por ejemplo la presencia
de insectos que se alimentan de
sus semillas, observados en las
muestras recolectadas (Delfino,
2009).

Fenoles y flavonoides, en un
estudio cualitativo de deteccion
de fenoles y flavonoides se
pudieron caracterizar en total 17
constituyentes, de los cuales 3
son 4cidos fenolicos y 14,
flavonoides. Flavonoides como
quercetina, camferol, apigenina
inhiben el transporte de auxina y
mejoran su localizacion en la
planta, en caso de estrés de la

misma por diferentes factores.
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Figura 16. Tricomas tectores de tipo semimalpighiaceo en la epidermis. (Najera et al., 2000).
Figure 16. Protector trichomes semimalpighiaceae type in the epidermis. (Ngjera et al., 2000).

Figura 2. Tallo primario: A: corte longitudinal del pa-
rénquima medular con cristales; B y C: wbo de secre-
cidn en corte transverso y longitudinal respectiva-
mente; D: poro de secrecion en corte longitudinal.

Figura 17. Analisis estructural de tallo. Presencia de cristales de oxalato y estructura de las glandulas

secretoras (Najera et al., 2000).
Figure 17. Stem structure analysis. Oxalate crystals in the cells and the secretory gland structure (Najera

et al., 2000).
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Figura 18. Resinas de 4. boronioides aumentan en contenido y cambian de aspecto durante el invierno

(Gonzalez S.).

Figure 18. A. boronioides resins are higher in winter (Gonzalez S.).

Correlaciones entre el estudio de los
insectos y los terpenoides en A.
boronioides

El andlisis comparativo entre el estudio
la entomofauna de A.boronioides y los
analisis de los aceites esenciales (mono
y sesquiterpenos) en el sitio La Hoya,
pone en evidencia algunas relaciones
interesantes, a saber:

1) Epoca del afo:

De acuerdo a los resultados que se
observan en el grafico de la figura 19,
entre los meses de mayo a agosto
aumenta la produccion de aceites
esenciales y resinas. Esta mayor
concentracion de aceites esenciales se

corresponde con los meses de menor

temperatura media, que también son
coincidentes con  las  mayores
precipitaciones pluviales y/o niveas.
Aunque no es posible definir cudl de los
dos factores climaticos podria tener
mayor influencia en ese
comportamiento  fisiolégico, podria
pensarse que la mayor secrecion se deba
en realidad a un mecanismo de defensa
contra el frio, dado que los aceites
tienen un punto de congelamiento muy
por debajo del agua. Por otra parte es la

€poca que se observa menor presencia

de insectos.
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Figura 19. Variacion mensual del contenido de volatiles en el trienio 1996-1998. (Gonzalez S., 2002).
Figure 19. Monthly variation of essential oils between 1996-1998. (Gonzalez S., 2002).

En mayo se observa una disminucion de

los artropodos en general, y una

proporcion menor de depredadores
(Hymenoptera) y una mayor proporcion

de Hemiptera (Aphis pertenece a este

grupo). La curva observada tanto para
densidad como para riqueza, muestra
claramente la disminucién progresiva
de las especies a medida que se acerca

el invierno. Figuras 20 y 21.
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Figura 20: Valores acumulados de riqueza taxondmica y densidad de artropodos asociados a 4.
boronioides de Diciembre a Mayo (n=27). (Martin, 2001).
Figure 20: Cumulative values of taxonomic richness and arthropod density in A. boronioides from

December to May (n=27). (Martin, 2001).
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Figura 22. Riqueza taxonomica de los grupos faunisticos de mayor jerarquia asociados a A. boronioides a

lo largo del periodo de estudio (Martin, 2001).

Figure 22. Taxonomic richness of most hierarchy fauna groups in A. boronioides along the study period

(Martin, 2001).

Muchos de los insectos son especialistas
estacionales, ya que al especializarse en
un tejido determinado lo hacen también
en un periodo dentro de la fenologia de

la planta (Figura 22). Por otra parte,

las variaciones climaticas, y fenoldgicas
asociadas a estos cambios influyen de
manera negativa en la comunidad de
artrépodos y su densidad a lo largo del

ano.
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Figura 22: Comparacion del estado fenologico de A.boronioides a 870, 1250 y 1420 m s.n.m. (izquierda
a derecha), durante el mes de Noviembre (Gonzalez S., 2002).
Figure 22: Phenological stages of 4.boronioides a 870, 1250 y 1420 m a.s.l. (left to right) in November

(Gonzalez S., 2002).

2) Altitud (m s. n. m.)

La variacion del rendimiento de aceite
esencial con la altitud observada es muy
probable que sea mds bien una
consecuencia del estado fenoldgico de
la planta, que a causa de las diferencias
en las condiciones climaticas, es
distinto en la misma época, en las tres
altitudes estudiadas. Esta situacion
puede observarse claramente en la
figura 23, donde se ilustra el estado de

floracion en 3 etapas muy diferentes a

las tres altitudes, durante el mes de
noviembre. Este desfasaje en la
fenologia, se traduciria en una
diferencia en la biosintesis de
metabolitos secundarios, en una época
determinada. De todas maneras la
cantidad total de aceites esenciales es
similar como se observa en la figura 23
y la composicion ligeramente diferente
(Figura 24). Asimismo, en el analisis de
los insectos presentes en las diferentes

altitudes no se observaron diferencias.
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Figura 23. Contenidos de aceites esenciales en funcion de la altitud en el Cerro La Hoya (Gonzalez,

2002).

Figure 23. Essential oils from plants at different altitudes in Cerro La Hoya (Gonzalez, 2002).

Composicion en funcién de la altitud
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Figura 24. Composicion de los aceites esenciales en funcion de la altitud (Gonzalez, 2002).
Figure 24. Essential oil composition at different altitudes (Gonzalez, 2002).

Algunos estudios de distribucion de
insectos asociados a especies arbustivas
muestran que existen ciertos patrones
cuando la planta se distribuye a lo largo
de un gradiente altitudinal. En general,

las plantas que se encuentran a mayor

altura deberian tener una menor riqueza
taxonémica y densidad que las que
estan a menor altura. Martin (2001) no
detectd diferencias significativas de
riqueza y densidad en el periodo

diciembre a enero, aunque esto
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probablemente se debid a que en el
disefio muestral usado no puede
despejarse el efecto del tamafio de la
planta. En efecto, al analizar los datos
del muestreo de enero (plantas de talla

similar), si se hallé que la densidad en

el nivel altitudinal inferior fue menor a
la de los estratos superiores. En
coincidencia con  otros  trabajos
realizados, no se encontro relacion entre
la altitud y la riqueza taxonomica

(Figura 25).
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Figura 1.3. Riqueza taxonémica media de

artrépodos por planta (todas las tallas) a través del

gradiente altitudinal (Periodo Dic-May) (n=12)

Figura 1.4. Riqueza taxonémica media de

del gradiente altitudinal (Enero) (n=10)

Figura 25. Variabilidad de insectos en 4. boronioides segun altitud segiin Martin (2001).
Figure 25. Insect variability in relation to altitudes (Martin, 2001).

Las principales especies vegetales
acompanantes son
diferentes, también, siendo mas
variadas y abundantes a menor altitud:
1420 m s.n.m. se asocia a fiancolahuén,
abrojo, coirdn, neneo y calafate. A 1250
m s.n.m. se asocia a fiancolahuén,

Nardophyllumsp.,  charcao, coirdn,

calafate, tabaco del indio y neneo. A

ligeramente

870 m s.n.m. se asocia a palo piche,
verbasco, huautro, laura, neneo, abrojo,
charcao, retama, lenga, Nardophyllum
sp., maitén, oenotera, llantén, mamuel
choique, alfalfa, cicuta, lupino,

fiancolahuén, etc.
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3) Edad/tamafio de la planta.

La edad de la planta y el tamafio de la
planta parecen influir en alguna medida
en el rendimiento de aceite esencial, ya
que como se observa en la figura 26, es

superior en los especimenes mas

jovenes. También, la composicion
muestra alguna diferencia siendo mayor
el porcentaje de a-pineno, d-cadineno y
a-copaen-11-ol en plantas mas jovenes

y de menor tamafio (Figura 27).
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Figura 26. Contenidos de aceites esenciales seglin la edad de la planta. (Gonzélez, 2002).
Figure 26. Essential oils in relation to plant ages (Gonzalez, 2002).
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Figura 27. Composicion de los aceites esenciales segun la edad de la planta (Gonzalez, 2002).
Figure 27. Essential oils composition in relation to plant ages (Gonzalez, 2002).
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Estos resultados son congruentes con lo
encontrado en el estudio de los insectos
asociados, ya que las plantas mas
pequefias estarian mejor protegidas del
ataque por el mayor porcentaje de
aceites esenciales, con sus contenidos
en mono y sesquiterpenos, entre los que
se destacan el a-pineno, d-cadineno y el
eudesmol, de accidén insectifuga y/o
insecticida. La densidad y riqueza de
artropodos aumenta con la talla de la
planta hospedadora. Es probable que
las diferencias encontradas estén
relacionadas con que las mayores tallas
tendrian mayor capacidad para soportar
o dar refugio a mayor cantidad de
especies. Diversos estudios comprueban
que existe una importante influencia de
la ‘arquitectura de la planta’ hospedera
en la riqueza de especies, donde plantas
estructuralmente mas complejas
permiten una mayor diversificacion de
nichos y, por ende, poseen un equilibrio
mas grande en el intercambio de
especies. Ademas, en las plantas de
mayor talla existen més posibilidades de
evadir la competencia interespecifica e
intraespecifica, incluyendo predadores y
parasitos propios o provenientes de

especies vecinas. Dos atributos de las

plantas son importantes en los
patrones de riqueza y densidad de sus
huéspedes: el tamafio, con relacion a la
expansion del tejido vegetal en distintas
disposiciones espaciales; y la variedad
de las estructuras de la planta, tanto
en forma como en persistencia. Todo
esto genera un mayor rango de
microhabitats  disponibles para la
colonizaciéon de insectos y otros
artrépodos, pudiendo incrementar la
exposicion de la planta, y soportar
mayores poblaciones reduciendo las
probabilidades de extincion local. Asi,

plantas de mayor tamafio constituyen
un parche con mayor capacidad de ser
colonizado por diferentes artrépodos
en busca de un hospedero acorde a sus
necesidades alimenticias o de cualquier
otro tipo; y por ende, a la llegada de
predadores o parasitoides que los
utilicen como parte de su dieta. Si bien
la estructura de los grupos faunisticos
parece  permanecer con  pocas
variaciones en las distintas tallas de A.
boronoides, la riqueza de especies
parece incrementarse a medida que la
planta aumenta de tamaio (Figuras

28y 29).
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Figura 28. Valores de riqueza especifica media segun tallas de 4. boronioides (Martin, 2001).
Figure 28. Species richness related to size in 4. boronioides (Martin, 2001).
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Figura 29. Valores de densidad media de individuos por planta segln tallas de A. boronioides. (Martin,

2001).

Figure 29. Individual average density related to plant sizes of A. boronioides. (Martin, 2001).

4) Fenologia

Las condiciones ambientales
constituyen una fuerte influencia en las
interacciones entre plantas e insectos, el
clima y la estacionalidad afectan tanto
plantas como los insectos que viven
El namero de

asociados a éstas.

especies herbivoras en una planta
depende de la variacion estacional, tanto

en la estructura de la planta (Figura 30)

como en los compuestos quimicos que
estas poseen. El desarrollo estacional
de una planta y la duracion de su
ciclo de crecimiento pueden ejercer
una influencia en el nimero de especies
herbivoras que las explotan como
recurso, debido a que estos factores
alteran la exposicion de la planta al

ataque.
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i

Figura 30. Estados fenoldgicos que transcurren entre octubre y marzo en A. boronioides. (Gonzalez,

2002).

Figure 30. Phenological stages from october to march in A. boronioides. (Gonzélez, 2002).

Si bien A. boronioides es una planta
siempre verde, existen momentos del
aflo que pueden ser mas favorables para
el desarrollo de ciertas especies. La
mayor densidad tanto de trips
(Thysanoptera) como de pulgones se
correspondid con la floraciéon de A.

boronoides, varias larvas de

curculidénidos estuvieron asociadas a sus
semillas (Figura 31) y, en algunos
casos, se hallaron perforaciones que
podrian corresponderse a parasitoides.
Esta serie de complejas relaciones
permite la coexistencia de varias
especies de artrépodos sobre A.

boronoides.
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Figura 31. Insectos curculiénidos encontrados en las semillas de A. boronioides (Gonzalez, 2002).
Figura 31. Curculionidae insects found in 4. boronioides seeds (Gonzalez, 2002).

5) Latitud

La teoria biogeografica de islas sugiere
que existe una relacion inversa entre
la diversidad de especies y la latitud;
sin embargo, no se han realizado
estudios que sustenten o refuten esta
teoria en comunidades de artropodos

asociados a arbustos a altas latitudes en

Sudamérica y no se han estudiado las
poblaciones de A.  boronioides.
Teniendo en cuenta que la arquitectura
de la planta cambia con la latitud,
esperariamos encontrar
cambios/modificaciones en las
comunidades de artropodos asociados

(Figuras 32, 33 y 34).

Comparacion delalongitud del raquis

WillaLa Angostura- Bariloche

Los Antiguos — El Calafate

Figura 32. La arquitectura de la planta varia seglin las condiciones en la que crece y afecta a la presencia

de insectos (Gonzalez, 2015).

Figure 32. The plant architecture varies upon conditions and affects insects presence (Gonzalez, 2015).
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Va.la Angostura

El Calafate

Figura 33. Diferencia en la forma de las glandulas segtn la latitud donde crece A. boronioides (Gonzalez,
2015).
Figure 33. Shape of glands related to latitude where A. boronioides grows (Gonzalez, 2015).

Rio Turbio

Figure 34. Diferencia en la cantidad de glandulas segun la latitud donde crece 4. boronioides (Gonzalez,
2015).
Figure 34. Number of glands difference in relation to latitud where 4. boronioides grows (Gonzélez,
2015).
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La forma y la cantidad de glandulas son
afectadas por la zona donde crece la
planta; aparentemente, las condiciones
mas extremas producen un aumento del
volumen y niimero de glandulas. En el
estudio de la cantidad de aceites
esenciales, segun la zona donde crece,

se encontrd que en su distribucion mas

central (e.g., noroeste del Chubut), la
planta sintetiza mayor volumen de estos
metabolitos secundarios. La
composicion también es muy afectada
por la latitud donde crece la planta,
observandose la presencia de mayor

contenido de hemi y monoterpenos en

los sitios mas australes (Figura 35).
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Figura 35. Tipos de compuestos terpenoides encontrados en sitios a diferentes latitudes. Los mas
australes (Los Antiguos y El Calafate, en Santa Cruz) poseen mas hemiterpenos y a-pineno (Gonzélez,

2015).

Figure 35. Terpenoids types according to latitudes. Southern sites (Los Antiguos and El Calafate, in
Santa Cruz, has more hemiterpenes and a-pinene (Gonzalez, 2015).

Otros aspectos relevantes de la
entomofauna asociada a Adesmia

Se encontr6 que la entomofauna
asociada a 4. boronioides presentd una

gran  diversidad, con resultados

equivalentes a los reportados para la

especie cogenérica Adesmia
microphylla, de distribucion
mediterranea en  Chile. Algunos

investigadores han observado que existe
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una relacion entre la riqueza
taxonomica y el area que ocupa la
especie hospedera. 4. boronioides se
distribuye en Argentina desde el norte
de la Provincia del Neuquén hasta la
isla grande de Tierra del fuego, por lo
que se esperaria encontrar variaciones
en la riqueza teniendo en cuenta este
gradiente latitudinal. También, es
importante a la hora de analizar la
riqueza de especies determinar la
aislacion taxonomica de la planta
hospedera, ya que el intercambio de
herbivoros (y predadores y parasitoides
asociados) entre plantas relacionadas
a distintos niveles taxondmicos sera
mas facil que el intercambio con
especies no relacionadas. Esto se basa,
generalmente, en que plantas con una
relacion taxonémica mas cercana son
estructural y bioquimicamente mas
similares que las que no estan tan cerca
(Martin, 2001 y literatura alli citada).
Mientras algunos autores plantean que
esto no influye en el nimero de especies
asociado a una planta, otros sostienen
que si es importante y decisivo a la hora
de analizar la riqueza especifica.
Adesmia boronioides posee una serie
de compuestos exclusivos,
principalmente  terpenos como la

Esquelenona y la Isoesquelenona,

ademds de otros compuestos que
pueden encontrarse en otras epecies de
la zona pero con proporciones unicas
para cada una (Gonzalez, 2004) (Figura
36). Aunque no se han realizado
estudios de entomofauna asociada en
plantas de la region, seria esperable que,
cuanto mas parecida fuera la
composicion quimica de las plantas en
la comunidad, mas parecida sea su
comunidad de artropodos asociada
(Ehrlich y Raven, 1964; Becerra 1997).
A pesar de la relativamente escasa
informacion acerca de las relaciones
que existen entre insectos herbivoros y
como se han adaptado a los compuestos
quimicos de las plantas, queda claro
que estos modifican la forma en la que
los insectos hacen uso de estas y
pueden ejercer distinta influencia en
su abundancia. Plantas dotadas de
compuestos quimicos inusuales, son
con frecuencia, hospederas de un
nimero relativamente grande de
insectos especialistas (Martin, 2001).
Se ha encontrado dos afidos
exclusivos para la especie: Aphis
adesmiae  Delfino y  Uroleucon
nahuelhuapense Nieto Nafria & von

Dohlen.
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Figura 36. Principales compuestos sesquiterpénicos presentes en el aceite esencial de 4. boronioide.

(Gonzélez, 2019).

Figure 36. Sesquiterpenes in A. boronioides essential oils (Gonzalez, 2019).

Aphis adesmia es una especie nueva de
afido dentro de una familia (Aphididae)
que contiene unas 600 especies, y cuya
unica planta hospedadora conocida
hasta el momento es A. boronioides. Se
lo encuentra a muy baja altitud en el sur
de Argentina y mucho mas al norte en
la zona andina, en la provincia del
Neuquén. Entre ambas localidades,
Giier Aike (Santa Cruz) y Paso de Pino
Hachado (Neuquén) existen unos 1450
km en linea recta (Delfino et al., 2009).

Por otra parte, A. boronioides es la
unica hospedadora del afido Uroleucon

nahuelhuapense Nieto Nafria & von

Dohlen, que se desarrolla en los tallos

de A. boronioides de una poblacion de
Villa La Angostura, Neuquén.
En su trabajo de tesis, Martinez (2018)

demostr6 que la heterogeneidad
ambiental  representada  por la
arquitectura de especies arbustivas

representativas de un area, es uno de los

factores mas importantes en la
estructuracion de los ensambles de
artrépodos de la region patagonica. Los
insectos y ardcnidos en la mayoria de
los ecosistemas terrestres, intervienen
en procesos claves como por ejemplo la
polinizacion, la dispersion de semillas y
los ciclos de nutrientes. Sin embargo, la
importancia ecoldgica de los artropodos

se incrementa ain mas en los ambientes
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aridos, ya que al ser menos sensibles a
la escasa disponibilidad de agua y a las
condiciones térmicas extremas que
otros grupos animales, constituyen una
de las principales vias para el flujo de
materia y energia. Al mismo tiempo, las
comunidades de artrépodos configuran
una excelente herramienta de monitoreo
ambiental ya que, ademas de ser
diversas y faciles de muestrear,
presentan ciclos de vidas cortos y altas
tasas reproductivas. Esto minimiza el
periodo de tiempo entre los cambios
ambientales y la respuesta de las
poblaciones a las nuevas condiciones
(Baldi et al., 2017).

Los resultados de un estudio de
interaccidon planta-insecto indican que
solo polinizadores del orden
Hymenoptera visitan Adesmia bijuga.
El conjunto de polinizadores no muestra
variacion temporal durante la estacion
de floracion, siendo Bombus dahlbomii
el visitante mas frecuente. Bajo
condiciones naturales, las poblaciones
de A. bijuga existen en sistemas
fragmentados y las abejas introducidas
Apis mellifera, Bombus ruderatus 'y
Bombus terrestres son los principales
visitantes de las flores. De todas
maneras, el endémico Bombus
dahlbomii visit6 A. bijuga 9 veces mas
introducidas,

que las  especies

mostrando mayor especificidad.

CONCLUSION FINAL

Son muchas las variables que influyen
en la interaccidon planta-insecto, entre
las que se incluyen los grupos
fitoquimicos producidos por las plantas,
taxa de insectos, estacionalidad, estado
fenologico, especies botanicas
asociadas, altitud, latitud, clima, etc.
Aunque es dificil poder sacar
conclusiones con tantos aspectos a tener
en cuenta, se han intentado establecer
algunos parametros que influyen en la
relacion Adesmia/insectos, incluyendo
muchos datos experimentales
originales, realizados por los autores y
otros colegas. Se ha reportado Ila
coevolucion a través de los ejemplos de
dos especies de afidos, Aphis adesmiae
y Uroleucon nahuelhuapense
exclusivos en A. boronioides. La visita
a A. bijuga de un abejorro nativo,
Bombus dahlbomii nueve veces superior
a los registrados para abejas y abejorros
exoticos. Exactamente lo contrario A lo
que sucede con A. boronioides y la
éxotica Apis mellifera, que no visita a
esta nativa.

Podemos mencionar, ademas de esto, la
existencia ~de  una  “propiedad
emergente” como es el olor de la
planta, que se genera por la presencia
de cantidades importantes de

compuestos volatiles. El aroma de una

mezcla nunca puede predecirse a partir
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del olor de sus componentes

individuales, un principio basico del
arte y la ciencia de la perfumeria. Es asi
como la interacciébn insecto-planta
determina nuevas combinaciones y
proporciones en los  terpenoides
volatiles y, en consecuencia, se generan
variantes en el aroma de esta especie
que sin embargo mantiene cierta
cualidad tunica, dulce, balsdmica e

intensa, que la caracteriza.

BIBLIOGRAFIA
Akula, R. & Ravishankar, G.A. 2011. Influence

of abiotic stress signals on secondary
metabolites in plants. Plant Sign. & Beh., 6(11):
1720-1731.

Avalos Garcia, A. & Pérez-Urria, E. 2009.
Metabolismo secundario de plantas. Reduca
(Biologia) Serie Fisiologia Vegetal, 2(3):119-
145.

Baldi, R., Cheli, G., Udrizar Sauthier, D.E.,
Gatto, A., Pazos, G.E. & Avila, L. 2017.
Animal Diversity, Distribution and
Conservation. En: P. Bouza y A. Bilmes (eds).
Springer Intern. Publ. 263-303.

Becerra, J.X. 1997. |Insects on Plants:
Macroevolutionary Chemical Trends in Host
Use. Science 276: 253-256.

Delfino, M, Monelos, L., Peri, P. & Buffa, L.
2009. A new species of Aphis (Hemiptera:

AGRADECIMIENTOS

Un agradecimiento especial a los
docentes del curso de posgrado
Bioquimica Ecolodgica por la propuesta
de este trabajo que brindo la
oportunidad de integrar muchos
aspectos que habian sido estudiados y
analizados aisladamente y que pudieron
confluir en una nueva mirada. Al Dr.
Nieto Nafria por sus amables
comentarios y por permitir el uso de
ilustraciones  presentes en sendas
Zootaxa

publicaciones y a

WWW.mapress.com/j/zt por la

autorizacion para el uso de la figura 15.

Aphididae) from South Patagonia. Neotrop.
entomol., 38, 3.

Davis, R.H. & Nahrstedt H. 1987. Biosynthesis
of cyanogenic glucosides in butterflies and
moths. Insect Biochem., 17(5): 689-693.
Ehrlich, P.R. y Raven, P.H. 1964. Butterflies
and Plants: A Study in Coevolution. Evolution
18: 586-608.

Gastaldi, B., Marino, G., Assef, Y. & Gonzalez,
S. 2018. Nutraceutical Properties of Herbal
Infusions from Six Native Plants of Argentine
Patagonia.  Plant  Foods  Hum.  Nutr.
https://doi.org/10.1007/s11130-018-0680-3.
Gonzalez S. 2002. Adesmia boronioides Hook.
f.: una especie aromatica y medicinal de la
Patagonia Tesis de doctorado de la UBA.
Gonzalez S., Bandoni, A., van Baren, C., Di
Leo Lira, P., Cerda-Garcia-Rojas, C. & Joseph-
Nathan, P. 2004. The Essential Oil of the Aerial

41



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 01-43. Interaccion planta-insecto en Adesmia boronioides.

Parts of Adesmia boronioides Hook. F. Journal
Of Ess. Oil Res. 16: 513-516.

Gonzalez, S., Houghton, P. & Hoult, J. 2003.
The activity against leukocyte eicosanoid
generation of essential oil and polar fractions of
Adesmia boronioides Hook.f. Phytoth. Res.,
17(3): 290-293.

Gonzalez, S. & Molares, S. 2004. “Plantas
Medicinales utilizadas en comunidades rurales
del Chubut, Patagonia-Argentina”. BLACPMA,
3(3):58-62.

Gonzalez, S.B., Gastaldi, B., Silva Sofras, F.,
van Baren C., Di Leo Lira, P., Retta D. &
Bandoni, A. 2016. Diversidad quimica en una
especie aromatica y medicinal endémica de
Patagonia. Dominguezia 32(2): 89-90.
Hartmann, T. 1996. Diversity and variability of
plant secondary metabolism: a mechanistic
view. Entomol. Exp. et Apl., 80: 177-188.
Instituto Darwinion, pagina web.
http://www.darwin.edu.ar/ consultado tGltima
vez 31/08/2018.

Levin, S.A. 2000. Multiple scales and the
maintenance of biodiversity. Ecosystems, 3:
498-506.

Martin, G.M. 2001. Entomofauna asociada a
Adesmia boronioides Hook. f. en el area del
cerro La Hoya (N. de la ciudad de Esquel).
Tesis de Licenciatura FCN-UNPSJB. 41pp.
Martinez, F. 2018. Ensambles de artropodos
asociados a arbustos nativos del noreste de la
Patagonia: su relacion con la complejidad
estructural de la vegetacion y el pastoreo ovino.
Trabajo de tesis para optar al grado de Doctor
en Ciencias Naturales en Facultad de Ciencias
Naturales y Museo de la Universidad Nacional
de La Plata. FCNyM-UNLP. 135pp.

Mayr, E. 1982. The Growth of Biological
Thought. Belknap, Cambridge. 974 pp.

Mooney, K.A., Pratt, R.T. & Singer, M.S. 2012.
The Tri-Trophic Interactions Hypothesis:
Interactive Effects of Host Plant Quality, Diet
Breadth and Natural Enemies on Herbivores.
PLosONE 7.4: e34403.

Nieto Nafria, J., Ortega, J., von dohlen, C., Mier
Durante, M.P., Garcia-Tejero, S., Lopez
Ciruelos, S. & Fuertes Fernandez, P. 2016. Las
especies de Aphis (Hemiptera, Aphididae) que
viven sobre Adesmia (Fabales, Fabaceae) en
Argentina y Chile, con cuatro especies nuevas.
Boln. Asoc. esp. Ent., 40(3-4): 351-391.

Nafria, J.M.N., Von, C.D., Moreno-Gonzalez,
V., Ortego, J. & Durante, M.P.M. 2019. The
species of Uroleucon (Hemiptera: Aphididae)
living on Adesmia (Fabaceae) in Argentina,
with the description of a new species. Zootaxa,
4555(4): 561-572.

Petinatti Pavarini, D., Petinatti Pavarini, S.,
Niehues, M. & Peporine Lopes, N. 2012.
Exogenous influences on plant secondary
metabolite levels. Animal Feed Sci. and Tech.,
176: 5-16.

Ponge, J. 2005. Emergent properties from
organisms to ecosystems: towards a realistic
approach. Biol. Rev., 80: 403-411.

Raffaele, E., de Torres Curth, M., Morales, C.L.
& Kiztberger, T. 2014. Ecologia e historia
natural de la Patagonia Andina: un cuarto de
siglo de investigacion en biogeografia, ecologia
y conservacion - la ed. Ciudad Autébnoma de
Buenos Aires. Fundacion de Historia Natural
Félix de Azara. 256 pp.

Richards, A.J. & Fletcher; A. 2002. The effects
of altitude, aspect, grazing and time on the
proportion of cyanogenics in neighbouring
populations of Trifolium repens L. (white

clover). Heredity, 88: 432—436.

42



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 01-43. Interaccion planta-insecto en Adesmia boronioides.

Schowalter, T.D. 2016. Insect ecology: an
ecosystem approach. 4th edition. San Diego:
Elsevier Academic Press. 737 pp.

Silva  Sofras, F.M. 2016. Metabolitos
secundarios presentes en Adesmia boronioides
Hook.f: analisis de su variabilidad en diferentes
sitios de la Patagonia Argentina. Tesis de
Licenciatura. FCN-UNPSJB. 68 pp.

Ulibarri, E.A. & Burkart, A. 2000. Sinopsis de
las especies de Adesmia (Leguminosae,
Adesmieae) de la Argentina. Darwiniana. 38(1-
2): 59-126.

Wink, M. 2006. Importance of plant secondary
metabolites for protection against insects and
microbial infections. Adv. in Phytomed., 3: 251-
268.

Falcone Ferreyra, M.L., Rius, S. & Casati, P.
2012. Flavonoids: biosynthesis, biological
functions, and biotechnological applications.

Front. in Plant Sci., 3(222): 1-15.

43



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 44-58. Desarrollo embrionario y larval Arbacia dufresnii.

Desarrollo embrionario y larval del erizo de mar verde Arbacia dufresnii
(Echinodermata: Echinoidea).
Embryonic and larval development of the green sea urchin of Arbacia dufresnii

(Echinodermata: Echinoidea).

Jimena Pia Fernandez'**, Lucia Epherra’?, Lucas Sepulveda'?, Tamara Rubilar!>?

'LOBio (Laboratorio de Oceanografia Biologica) - CESIMAR - CCT CENPAT - CONICET.
2 Instituto Patagonico el Mar (IPAM). Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud. Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco. Sede Puerto Madryn. Argentina

* jpfernandez@cenpat-conicet.gob.ar

RESUMEN

El desarrollo embrionario y larval de los erizos de mar ha sido ampliamente estudiado.
Sin embargo no existe una descripcion detallada del erizo de mar verde Arbacia dufresnii,
el mas abundante del Mar Argentino. Este trabajo describe las condiciones para obtener
altos porcentajes de fecundacion en el laboratorio y luego el desarrollo embrionario y
larval. El desarrollo encontrado no varia de lo descripto en bibliografia para otras especies
del género, sin embargo si se encuentra un patron en la coloracion de los embriones y las
larvas. La descripcion del desarrollo de A. dufresnii sienta bases para posteriores estudios
enfocados en larvas de erizos de mar en Argentina, los cuales son actualmente muy
€sCcasos.

PALABRAS CLAVES: Arbacia dufresnii, Echinoidea, embriones, fecundacion, larvas.

ABSTRACT

Sea urchin embryonic and larval development has been widely studied. However, there
is no detailed description of the green sea urchin Arbacia dufresnii, the most abundant of
the Argentine Sea. This study describes the laboratory conditions in order to obtain high
fecundation succes. It also describes the embryonic and larval development. The
development described did not vary from other species, however there was a pattern in
the coloration of the embryos and larvae. The description of the development of A.
dufresnii provides a baseline for further studies focused on larvae of sea urchins in
Argentina.

KEY WORDS: Arbacia dufresnii, Echinoidea, embryo, fertilization, larvae.
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INTRODUCCION

Los embriones de equinodermos, en
especial los provenientes de estrellas de
mar y erizos de mar, han sido estudiados
por mas de 170 anos. Como resultado de
esta larga trayectoria, los equinodermos
han contribuido al entendimiento de
muchos mecanismos del desarrollo
embrionario (Rubilar y Crespi-Abril,
2017). Un ejemplo clasico son los
estudios de la fecundacioén y el desarrollo
embrionario que se iniciaron utilizando
las gametas de erizos de mar
(Metchnikoff, 1893), y posteriormente,
la descripcion de la morfologia y la
bioquimica de los estadios tempranos del
desarrollo (Williams y Anderson, 1975).
Actualmente, este modelo animal es
frecuentemente utilizado para estudios
de genética molecular (Hinman y Burke,
2018). En especial el género Arbacia ha
sido utilizado para diversos estudios
embrionarios (Giudice, 1986). Si bien el
desarrollo embrionario y larval no varia
demasiado entre especies de un mismo
género (Giudice, 1986), la descripcion
de Arbacia dufresnii, especie que habita
nuestras costas patagdnicas, aun no se ha
descrito y es de utilidad para muchos
estudios centrados en equinodermos y
también en zooplancton.

El erizo de mar A. dufresnii (Blainville,

1825) es abundante en el Mar Argentino

y el Chileno, y es la unica especie del
género Arbacia que habita ambas costas
de Sudamérica (Lessios ef al., 2012). Se
distribuye desde la desembocadura del
Rio de la Plata, Argentina (35°S) hasta
Puerto Montt, Chile (42°S), incluyendo
la.  Antartida e islas Malvinas
(Bernasconi, 1966). Ocupa un rango de
profundidades que va desde los 0 a los
315 m (Brogger et al., 2013), y
regularmente se lo encuentra en zonas de
sedimentos gruesos y substratos duros
(Zaixso y Lizarralde, 2000). Los erizos
de mar de este género poseen una larva
planctotréfica que habita en la columna
de agua y se alimenta de microalgas
(Harvey, 1956).

En los ultimos anos, 4. dufresnii ha sido
objeto de varios estudios cientificos. En
la costa de la patagénica argentina, se
han realizado estudios sobre aspectos
generales de la dieta (Penchaszadeh y
Lawrence, 1999; Castro, 2014),
abundancia (Brogger et al., 2013; Zaixso
y Lizarralde, 2000; Epherra et al., 2017),
ciclo reproductivo (Brogger et al., 2010;
Epherra et al., 2015), composicion
gonadal (Parra ef al., 2015; Zarate et al.,
2016), su relacion con el alga Undaria
pinnatifida (Teso et al., 2009; Castro,
2014; Epherra, 2016) y su potencial
acuicola (Rubilar et al., 2016). En las

costas chilenas, se han realizado estudios
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sobre la dieta del erizo en bancos de
algas (Vasquez et al, 1984), su
distribucion (Larrain et al., 1999), su rol
ecoldgico (Newcombe et al., 2012) y la
respuesta a la acidificacion de su larva
(Catarino et al., 2012). Sin embargo,
sobre el desarrollo embrionario y larval
de A. dufresnii s6lo existen algunas
observaciones parciales (Bernasconi
1942, Brogger, 2005) sin una
descripcion. Este trabajo tiene como
objetivo  describir el  desarrollo
embrionario y larval del erizo verde 4.
dufresnii para que pueda ser utilizado en

futuros estudios sobre la especie y ayude

a comprender su biologia y distribucion.

MATERIALES Y METODOS

El sitio seleccionado para obtener los
ejemplares de Arbacia dufresnii en el
Golfo Nuevo fue Punta Cuevas
(42°46°44°°S, 64°59°52°°0). En febrero
de 2017, cuando se encuentran
desovando en la naturaleza (Epherra et
al., 2015), individuos sexualmente
maduros (diametro de caparazén mayor
a 25 mm) fueron -capturados y
trasladados al Acuario Experimental del
Centro Nacional Patagénico.

Dado que para realizar una fecundacion
en condiciones controladas, la cantidad
de esperma por volumen de liquido y/o
por cantidad de huevos varia segun la

especie utilizada (Giudice, 1986), se

puso a prueba la eficiencia de la
fecundacion con respecto a las
concentraciones de gametas. Para ello, se
indujo el desove de tres hembras y tres
machos con 0,5 ml de KCl 5% en agua
de mar filtrada y esterilizada con UV.
Las gametas femeninas fueron recogidas
invirtiendo a los erizos de mar sobre un
recipiente con agua de mar (filtrada y
esterilizada con UV) para evitar dafiarlas
al entrar en contacto con el aire. Luego
se colocaron en un Unico recipiente y se
cuantificaron bajo lupa binocular Carl
Zeiss Stemi 2000, en camara de Bogorov
(promedio de 3 alicuotas de 100 pl). Las
gametas masculinas fueron recogidas en
seco en un unico recipiente y mantenidas
en frio hasta su utilizacion, a fin de
preservar su viabilidad. La fecundacion
se realiz6 bajo condiciones controladas y
a una temperatura de 17°C, similar a la
temperatura de fondo media para el mes
de febrero (Pisoni et al., 2017). Se
combinaron tres concentraciones de
huevos (N = 500.000; 50.000; 5.000) en
vasos de precipitados con 100 ml de agua
de mar (filtrada y esterilizada con UV) y
se fecundaron con tres concentraciones
de esperma (1:1000; 1:4000; 1:100.000
v/v). Transcurridos 30 minutos, se
extrajeron tres alicuotas de 100 ul de
cada uno de los nueve tratamientos y se
observaron en microscopio de campo

claro. Se consideraron huevos
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fecundados a los que presentaron una
membrana de fecundacion visible y/o un
cono de fecundacion. Los huevos
dafiados y los que no formaron dicha
membrana  se  consideraron  no
fecundados. El  porcentaje de
fecundacion (F) se calculdo segin la

foérmula:

F = (huevos fecundados/huevos totales) * 100

Una vez establecida la concentracion de
gametas que presenta mayor eficiencia
para la fecundacidon, se procedid a
desovar cinco hembras y tres machos, y
se realizo la fecundacion de las mismas.
Los organismos se mantuvieron bajo

condiciones controladas de cultivo, a una

aireacion

temperatura de  17°C,

constante y suave, cambios del 50% del
agua cada 72 hs, y alimentacion
periodica a partir de los 4 dias post-
fecundacion (dpf) con una mezcla de
microalgas (mix de Isochrysis galbana'y
Nannochloropsis oculata;
concentracion: 10° células/ ml).

Se identificaron los diferentes estadios
del desarrollo embrionario de acuerdo a
Harvey (1956) a tiempos determinados
(30 minutos, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 6
horas, 12 horas, 24 horas, 30 horas y 48
horas). Entre los 2 y los 22 dpf, las larvas
se fotografiaron in vivo con un
microscopio de campo claro Leica
DM5200, y se mididé el crecimiento

larval utilizando como indicador el largo

del cuerpo (LC) (Figura 1).

Figura 1. Medida tomada en las larvas de Arbacia dufiresnii. LC: Largo Cuerpo. La escala equivale a

100 pm.

Figure 1. Measure taken in the larvae of Arbacia dufresnii. LC: Body Lenght. The scale is equivalent to

100 pm.
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RESULTADOS

Si bien, en la mayoria de Ilas
combinaciones de concentraciones de
huevos y espermatozoides se obtuvo
gran cantidad de huevos fecundados
(Tabla I), la observacion del desarrollo
embrionario al cabo de 3 hs, permitio
diferenciar la calidad de los mismos.

En los tratamientos con mayor cantidad
de huevos (500.000 huevos /100 ml), los
porcentajes de fecundacion fueron los
mas bajos y luego de 3 hs, se observé una
gran cantidad de huevos en degradacion,
embriones  asincroénicos y/o  con
desarrollo anormal. En los tratamientos
con concentraciones intermedias de
huevos (50.000 huevos/100 ml) se
obtuvieron porcentajes muy altos de
fecundacion, incluso con la
concentracion mas baja de esperma. Sin
embargo, la observacion del desarrollo
mostrd embriones normales solo en el
tratamiento con baja concentracion de
esperma (1:100.000 v/v), y embriones
anormales y asincrénicos en los otros
dos casos. En los tratamientos con baja
cantidad de huevos, los porcentajes de
fecundacion fueron altos en todas las
condiciones. Al cabo de 3 hs, pudieron
observarse embriones sincronicos en
gran proporcion en los estadios de 4 y 8

células. En especial en el tratamiento con

baja concentracion de esperma se
observo gran cantidad de organismos
normales, mientras que en los
tratamientos con concentraciones alta y
media de esperma se encontraron
también embriones con desarrollo
anormal y células apoptoticas.

Por lo tanto, las concentraciones alta y
media de esperma utilizadas (1:1000 y
1:4000 v/v), mostraron un alto
porcentaje de fecundacion, pero también
una gran proporcion de eventos de
poliespermia que puede evidenciarse por
la gran cantidad de embriones anormales
observados. Asimismo, las
concentraciones alta y media de huevos,
mostraron gran cantidad de células en
degradacion, asincronia en el desarrollo
embrionario y una coloracion ambar
presente  en el medio liquido,
posiblemente por la gran cantidad de
sustancias metabolicas disueltas en el
medio. El tratamiento con la menor
concentracion de esperma (1:100.000
v/v) y la menor cantidad de huevos
(5.000 huevos/100 ml), mostré un alto
porcentaje de fecundacién junto a la
mayor  proporcion de  embriones
normales y sincronicos, siendo éste
ultimo la mejor combinacién hallada

para este ensayo.

48



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 44-58. Desarrollo embrionario y larval Arbacia dufiesnii.

Cantidad de huevos

Concentracion de

H1 =500.000 huevos /100 ml H2 =50.000 huevos/100 ml H3 =5.000 huevos/100 ml

esperma
F =69%. F =98%. F =100%.
Presencia de embriones anormales y Presencia de embriones Presencia de embriones
A =1:1000 v/v
asincronicos; células en degradacion; anormales y asincronicos; anormales.
coloracion ambar. coloracion ambar.
F=32,9%. F =98,4%. F =100%.
B =1:4000 v/v
Presencia de embriones anormales y Presencia de embriones Presencia de embriones
asincronicos; células en degradacion; anormales y asincronicos; anormales.
coloracion ambar. coloracion ambar.
F=18,9%. F=99,7%. F =89%.

C =1:100.000 v/v Presencia de embriones asincronicos; Presencia de embriones Gran proporcion de

células en degradacion; coloracion normales y anormales; embriones normales y

ambar. embriones asincronicos. sincronicos.

Tabla I. Efecto de la concentracion de gametas sobre el porcentaje y calidad de la fecundacion en Arbacia
dufresnii.
Table 1. Effect of the concentration of gametes on the percentage and quality of fertilization in Arbacia
dufresnii.

El desarrollo embrionario y larval de 4.
dufresnii mostré los estadios esperados.
Los huevos recién desovados son de un
color purpura fuerte al igual que otras
especies del mismo género y miden
56,25 £ 10,63 pm. La fecundacion se
detectdé por la formacion del cono de
fertilizacion, la membrana de
fertilizacion y el significativo aumento
de tamafio a 62,64 £ 12,08 um que se
mantuvo casi constante hasta el estadio
de gastrula. La segmentacion es

holoblastica radial pasando por los

estadios de 2 células, 4 células, 8 células,

y sucesivamente hasta alcanzar el estadio
morula de 64 células, en el que se
observd una estructura compacta de
células. Posteriormente, en el estadio de
blastula se hace evidente una cavidad o
blastocele en el centro del embrion. Las
blastulas eclosionan de la membrana de
fecundacion y desarrollan cilios que les
permiten nadar libremente, por lo que
comienzan a ocupar el espacio de la
columna de agua y se separan del fondo.
Luego, aparecen las primeras gastrulas
que se distinguen por la formacion de un

orificio o blastoporo que dard origen al
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arquenteron o tubo digestivo primitivo.
Las larvas prisma aparecen cuando las
gastrulas comienzan a elongarse en el eje
dorso  ventral  otorgdndoles  su
caracteristica forma triangular.
Asimismo, aparece también una banda
ciliar que rodea el perimetro de la misma
y cambia el sentido del nado (Figura 2).
Este ultimo estadio se observd por un
periodo de tiempo muy breve, y a partir
de este momento se hizo evidente el
crecimiento en el cuerpo de las larvas
(Tabla II).

A partir de los 2 dias post fecundacion
(dpf) el organismo se encuentra en
estadio de larva pluteus de dos brazos, y
que se evidencia por la aparicion de dos
pequeias protuberancias que se elongan
desde la zona ventral y daran origen a los
brazos post orales. Otra caracteristica
importante de este periodo es la
formacion del 16bulo oral que incluye al
estomodeo y a la parte anterior del
esofago, que junto a la maduracion del
tubo digestivo, le permitiran al

organismo alimentarse a partir de los 4

dpf. El segundo par de brazos o brazos

pre orales, comienza a desarrollarse
desde la zona dorsal a partir de los 6 dpf,
pasando a llamarse ahora larva pluteus
de cuatro brazos. Las larvas continuan
creciendo y a los 12 dpf aparecen los
primordios del tercer par de brazos en la
zona media de la larva. Por ultimo,
aparece el cuarto par de brazos en la zona
posterior de la misma.

Desde el estadio prisma y a medida que
el organismo crece, las espiculas se
extienden a lo largo de los brazos post
orales, pre orales, dorsal y ventralmente
formando el esqueleto de la larva. Otro
punto destacable, es la pigmentacion que
es muy abundante en el huevo y a lo
largo del desarrollo va reduciendo su
distribuciéon y se hace cada vez mas
escasa, concentrandose en los extremos
de los brazos y la zona posterior de la
larva entre los 7 y 14 dpf, hasta hacerse
casi imperceptible en los Ultimos dias
documentados. Asimismo, es notable el
crecimiento de la larva que duplica el
tamafio de su cuerpo entre los 2 y 22 dpf

(Figura 3; Tabla II).
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Huevo 7 3 2
Huevo 2 células 4 células >4 células

fecundado

Morula Blastula Gastrula Larva Prisma Larva Pluteus

Figura 2. Desarrollo embrionario de Arbacia dufresnii. La escala equivale a 100 um.
Figure 2. Embryonic development of Arbacia dufresnii. The scale is equivalent to 100 pm.

2dpf 3dpf

Figura 3. Desarrollo larval de Arbacia dufresnii desde los 2 dias hasta mas de 21 dias post fecundacion.
La escala equivale a 100 pm.

Figure 3. Larval development of Arbacia dufresnii since day 2 until 21 days post fertilization. The scale is
equivalent to 100 pm.
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Dia Estadio Largo del cuerpo (LC)

2 Pluteus 2-brazos 80,91 + 6,63
3 Pluteus 2-brazos 99,28 + 10,50
4 Pluteus 2-brazos 117,92 + 6,00
7 Pluteus 4-brazos 122,00 + 11,88
10 Pluteus 4-brazos 132,79 + 18,21
13 Pluteus 6-brazos 124,84 + 19,96
16 Pluteus 6-brazos 110,15 + 20,24
19 Pluteus 6-brazos 142,43 + 40,87
>22 Pluteus 8-brazos 152,16 + 4731

Tabla II. Crecimiento en pm del cuerpo de la larva de Arbacia dufresnii.
Table II. Growth in pm of the larval body of Arbacia dufresnii.

DISCUSION

A pesar de que el desarrollo de Arbacia
lixula ha sido ampliamente estudiado
(Gianguzza y Bonaviri, 2013) y de que
se han realizado gran cantidad de
estudios sobre Arbacia dufresnii, casi no
existen descripciones sobre el desarrollo
embrionario y larval de esta especie, a
excepcion de los trabajos de Bernasconi,
1942 y Brogger, 2005. De acuerdo a las
observaciones realizadas, el desarrollo
observado en 4. dufresnii no difiere del
desarrollo descrito para otras especies de

erizos de mar (Harvey, 1956; Giudice,

1986; Gilbert, 2005), sin embargo, el
tamafio del huevo de A. dufresnii es
pequefio en comparacién con otras
especies (Strathmann, 1987; Pearse y
Cameron., 1991; Fotz et al., 2004). En el
ambiente natural, el tamafio del huevo de
los erizos de mar influye en la tasa de
fecundacion, dado que huevos de mayor
tamafio poseen una mayor superficie
para que los espermatozoides puedan
fecundarlos (Levitan et al, 1991). En
condiciones controladas, los resultados
muestran que altas cantidades de huevos

por volumen de agua de mar generan
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gran cantidad de células en degradacion
y embriones asincronicos,
probablemente debido al aplastamiento
entre las células, la gran cantidad de
sustancias metabolicas disueltas en el
medio y/o por una fecundacién ineficaz
y/o asincronica. También es necesario
considerar la  concentracion  de
espermatozoides, altas concentraciones
generan poliespermia y, por lo tanto,
embriones anormales que resultan
inviables; y muy bajas concentraciones,
podrian dejar huevos sin fecundar o
generar asincronia (Gilbert, 2005). En
este trabajo se encontré que la mejor
condicion establece pocos huevos por ml
de agua de mar (50) y una dilucion de
espermatozoides de 1:100.000 v/v. En
Strongylocentrotus droebachiensis, la
media del didmetro del huevo es de 150
um. En esta especie se describieron las
fecundaciones mas altas (superiores al
80%) con una concentracion de 30
huevos/ml y con diluciones de esperma
de 1:1.000.000 v/v (Pennington, 1985).
En Strongylocentrotus intermedius, la
media del diametro del huevo es de 85
um y se utiliza una dilucion de esperma
de 1:100.000 v/v con una concentracion
de 70 huevos por mililitro (Unuma et al.,
2015). De esta forma, notamos que, en
las fecundaciones bajo condiciones
controladas, el nimero de huevos por

mililitro que garantiza un desarrollo

normal pareciera tener relacion con el
tamafo del mismo. A su vez, la dilucioén
de esperma Optima para cada especie se
ve afectada por el tamafio del huevo,
siendo los huevos de mayor tamafio los
que necesitan diluciones mayores de
esperma con el fin de prevenir la
poliespermia. A pesar de que la
limitacion de esperma puede generar una
disminucion en la tasa de fecundacion, el
exceso de espermatozoides tampoco es
recomendable, y es necesario un ensayo
preliminar ~ para  seleccionar la
concentracion Optima que permita
obtener embriones normales y en
grandes cantidades.

A. dufresnii es una especie que tiene una
amplia distribucion, presente tanto en el
Océano Atlantico Sur como en el
Océano Pacifico (Brogger et al., 2013).
Su distribucion y batimetria indica que
las larvas y adultos habitan aguas con
una variabilidad muy grande de
temperatura, salinidad, disponibilidad de
alimento y otros factores externos. Por lo
tanto, es muy probable que la especie
presente estrategias para que sus larvas y
embriones puedan desarrollarse en estas
condiciones. Los huevos de A. dufresnii
tienen un tamafio pequeio, sin embargo,
presentan altos contenidos de lipidos, en
especial lipidos de reserva energética
(Diaz de Vivar, com. personal), esta

caracteristica podria permitirle
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sobrevivir aun con poco alimento. La
coloracion de los huevos indica la
presencia de altas concentraciones de
pigmentos carotenoides y echinonas que
podrian protegerlos de la radiacion solar
mientras se encuentran en la columna de
agua. Si bien existen pocos estudios que
evaluan los factores de dispersion de las
larvas de erizos de mar, la supervivencia
y el tiempo de permanencia en la
columna de agua son de los mas
importantes (Metaxas, 2013).

Tanto el periodo de desarrollo
embrionario como el larval encontrado
en A. dufiresnii no difieren demasiado de
otras especies del género. La répida
eclosion del huevo permite el desarrollo
de una larva que puede alimentarse
rapidamente e  incrementar  sus
posibilidades de sobrevivir. Se ha
descrito que la tasa de crecimiento larval
se encuentra afectada por distintos
factores abidticos como la temperatura,
salinidad, pH, radiaciéon solar, entre
otros, siendo la disponibilidad de
alimento una de las mdas importantes
(Metaxas, 2013). En este trabajo se
mantuvieron condiciones similares a las
encontradas en el ambiente en el mes de
febrero, por lo tanto, se espera que en la
naturaleza se produzca un desarrollo
similar. Las larvas se alimentan de
diferentes especies fitoplanctonicas

(Strathmann, 1971) que son atrapadas y

dirigidas hacia la zona oral de la misma
mediante el uso de los cilios presentes a
lo largo de su perimetro (Hart, 1991).
Durante el verano es frecuente Ila
presencia de floraciones de fitoplancton
en el Golfo Nuevo (Pastor y Bala, 1995).
Es posible que este evento provea
alimentacion a las larvas e incremente su
probabilidad de supervivencia. El largo
de brazos de las larvas se relaciona con
la disponibilidad de alimento en el
ambiente (Fenaux et al., 1994), y a pesar
de que es muy dificil determinar la
cantidad de alimento disponible en el
ambiente natural, se sabe que en
situaciones de enriquecimiento la
metamorfosis se acelera y los brazos son
mas cortos (Paulay et al., 1985; Fenaux
et al., 1994). En este trabajo, los tiempos
de desarrollo no difieren de los
encontrados en la bibliografia para este
género, sin embargo, alin no se conoce si
son los mismos que en la zona de
muestreo. Para esto seria necesario
realizar muestreos de zooplancton
regulares para monitorear el desarrollo
en condiciones naturales. Kino (2010)
realiz6 un  trabajo con  estas
caracteristicas en la Isla de Chiloé en
Chile y encontré que en comparacion
con la cantidad de larvas de 2 y 4 brazos
halladas, la proporcion de larvas de A.
dufresnii que lograban pasar al estadio

de 8 brazos era muy pequefio y aln
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menor era el porcentaje de larvas
competentes. Estos resultados indican
que la tasa de supervivencia fue muy
baja en esta poblacion o existe una
dispersion alta de estas larvas hacia otros
sitios. Los factores asociados con esta
dispersion aun se desconocen, sin
embargo, se considera que los frentes
costeros, los remolinos y otros factores
marinos  afectan  esta

(Metaxas, 2013).

dispersion

El conocimiento sobre las larvas de 4.
dufresnii alin es limitado y a la fecha no
existia una descripcion detallada de su
desarrollo. Esperamos que este trabajo
pueda ser utilizado como base para
futuras investigaciones relacionadas con

los estadios larvales de esta especie.

CONCLUSION

Se describi6 detalladamente el desarrollo
embrionario y larval de Arbacia
dufresnii, y se observaron caracteristicas
similares a las descriptas para otras
especies del mismo género. A partir de la
experimentacion realizada, se determind
una concentracion de gametas que
permite lograr una fecundacion eficiente
para esta especie en condiciones de

laboratorio.
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RESUMEN

Se ha evaluado la efectividad de manejo en ocho Areas Protegidas Costero Marinas de la
Provincia del Chubut, Argentina, basando el estudio en la aplicacion de la metodologia
METT (“Herramienta de Seguimiento de Efectividad de Manejo de Areas Protegidas™).
Esta metodologia fue desarrollada por el Banco Mundial y World Wildlife Fund para
medir y mejorar la gestion de las areas protegidas y ha sido adoptada por la Comisién
Mundial para Areas Protegidas de la Unién Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza. Para su aplicacion, se realizé un trabajo en coordinacion con la autoridad de
aplicacion, la Secretaria de Turismo y Areas Protegidas de la Provincia, en el marco de
talleres participativos conformados con técnicos responsables de las Areas Protegidas
(guardas ambientales y funcionarios provinciales). La aplicacion de esta herramienta
permitio recabar informacién acerca de la situacién de las Areas Protegidas Costero
Marinas de la Provincia, asi como de los logros y necesidades de estos espacios. Esta
informacion permite concluir que el estado de gestion es Alto, no obstante, existen
deficiencias que requieren ser atendidas para mejorar la efectividad del manejo de dichas
areas. Por ultimo, se sugieren posibles medidas para mejorar y avanzar en la
sustentabilidad de estas areas protegidas y de las actividades econdmicas a las que ellas
dan soporte.

PALABRAS CLAVES: Efectividlad de manejo, Areas protegidas, Zona costera,

Patagonia, Argentina.
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ABSTRACT

The management effectiveness has been evaluated in eight Coastal Marine Protected
Areas of the Province of Chubut, Argentina, basing the study on the application of the
“Management Effectiveness Tracking Tool” (METT) methodology. This methodology
was developed by the World Bank and World Wildlife Fund to measure and improve the
management of protected areas and has been adopted by the World Commission for
Protected Areas of the International Union for the Conservation of Nature. For its
application, work was carried out in coordination with the application authority, the
Secretariat of Tourism and Protected Areas of the Province, within the framework of
participatory workshops formed with technicians responsible for Protected Areas
(environmental guards and provincial officials). The application of this tool allowed
gathering information about the current situation of the Coastal Marine Protected Areas
of the Province, as well as the achievements and needs of these spaces. This information
allows us to conclude that the management status is High, however, there are deficiencies
that need to be addressed to improve the effectiveness of the management of these areas.
Finally, suggestions are proposed to improve and advance in the sustainability of the
protected areas and the economic activities to which they gave support.

KEY WORDS: Management effectiveness, Coastal marine protected areas, Patagonia,

Argentina.

INTRODUCCION

En la provincia del Chubut, entre los
afios 1980 y 2010, hubo un incremento
poblacional de 93,5%, concentrado
principalmente en los principales centros
urbanos de la franja costero-marina
(INDEC, 2019). Este incremento ha
generado una fuerte presion antropica
sobre los recursos naturales y en
especial, sobre la biodiversidad. Este
crecimiento implicd, por ejemplo, un

aumento de los residuos sélidos urbanos,

de los efluentes, del trafico maritimo y
del transporte de hidrocarburos, de la
extraccion de aridos, de la cinegética, de
la pesca y de la captura incidental de
juveniles y/o de especies acompanantes
de las especies blanco de las pesquerias.
Por otro lado, también, con el incremento
de la poblacion se introdujeron especies
exodticas de origen vegetal y animal,
aumentaron las actividades de recreacion
y se produjo una mayor presion
inmobiliaria sobre la zona costera. Se
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sum6 a ello un importante incremento
del turismo, tanto de visitantes
nacionales como extranjeros.
Actualmente, este escenario continta vy,
ademds, se ha intensificado, ya que
persiste el crecimiento poblacional de la
region (FCMPyAI, 2008; TCNCC,
2015).

Particularmente, el turismo provincial
representa la cuarta actividad econdmica
en importancia dentro del Producto
Bruto Geografico (DGEyC Chubut,
2018). Esta actividad se sustenta en las
condiciones naturales de sus costas,
donde se destaca la biodiversidad, con la
presencia de una fauna carismatica y
caracteristica del lugar (ballenas francas,
elefantes marinos, lobos marinos,
pingiiinos, cormoranes, entre otras)
(Tagliorette et al. 2008)

Es trascendente para la region que estos
importantes recursos vivos, sobre los
que, ademas, se basa la actividad
turistica, sean  conservados. La
implementacion de Areas Protegidas
(AP) es la principal herramienta utilizada
en la region para la conservacion de la
biodiversidad. Las Areas Protegidas
Costero Marinas (APCM) de Ia
Provincia del Chubut alcanzan una
extension de 703.303 ha, lo que
corresponde al 47% del total de las
APCM de Argentina (Delfino Schenke et

al. 2012; Caille y Delfino Schenke,
2014).

El cuidado y gestion de estas areas es
responsabilidad de la Secretaria de
Turismo y Areas Protegidas de la
Provincia del Chubut. Revisar las
condiciones en las que se encuentran y la
efectividad de su gestion representa una
contribucion relevante a su preservacion
y sostenimiento en el tiempo. Por lo
antes expuesto, en el presente estudio se
proponen los siguientes objetivos: a)
Evaluar la efectividad de manejo de las
Areas Protegidas Costero Marinas
(APCM) de la Provincia del Chubut; b)
Realizar una evaluacién, monitoreo y
seguimiento de la efectividad de la
gestion de estas areas; ¢) Analizar por
items y por grupo de elementos los
resultados obtenidos de la aplicaciéon de
la herramienta METT; d) Identificar
fortalezas y debilidades acerca de la
naturaleza de las amenazas; y e)
Proponer propuestas superadoras en los

casos donde se observen amenazas.

MATERIALES Y METODO

Se estudiaron ocho APCM de la
Provincia del Chubut, que de norte a sur
son: Peninsula Valdés (PV), Punta
Buenos Aires (PBA), Punta Loma (PLo),
Punta Leon (Ple), Punta Tombo (PT),
Cabo Dos Bahias (C2B), Parque
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Costero
Patagonia Austral (PIMCPA) y Punta del
Marqués (PM) (Figura 1).
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Figura 1. Areas Protegidas Costero Marinas en la Provincia del Chubut. (Google Maps.2015).
Figure 1. Coastal Marine Protected Areas in the Province of Chubut. (Google Maps.2015).

La metodologia de evaluacion estd La seccion principal de la evaluacion,

basada en la aplicacion de Ia ademas de los datos basicos del area

Herramienta de  Seguimiento de protegida, encontrados en el formulario

Efectividad de Manejo de Areas individual, se desarrolla en el formulario

Protegidas (METT, por sus siglas en
inglés) (Stolton et al. 2003; Stolton et al.
2007), adoptada por la Comision
Mundial para Areas Protegidas de la
Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (WCPA-
[UCN).

con las amenazas en el area (para ambos
formularios ver Stolton et al. 2007). Este
ultimo formulario proporciona una lista
genérica de amenazas que las AP
enfrentan o pueden enfrentar. En esta
hoja de datos se les pide a los

evaluadores que identifiquen las
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amenazas (existentes/actuales o futuras),
y clasifiquen su impacto en el AP. Esta
tarea se llevo a cabo en forma
consensuada con los expertos de la
Fundacion Patagonia Natural (FPN).

El formulario con las amenazas para
cada una de las APCM no se presenta en
este trabajo porque exceden la extension
de la publicacion, pero pueden solicitarse
a los autores.

Las amenazas se clasifican:

- Alta importancia (3): son aquellas que
impactan seriamente y degradan los
valores del érea.

- Media (2): amenazas que tienen cierto
impacto negativo.

- Baja (1): amenazas que estan presentes,
pero no impactan seriamente los valores
del area.

- N/A (0): la amenaza no esta presente o
no es aplicable en el area.

Por otra parte, estd el formulario de
evaluacion, que consta de 30 preguntas
de la herramienta METT. Las mismas
estan distribuidas en cinco &mbitos
definidos por la Comision Mundial para
las Areas Protegidas de la Union
Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (WCPA-IUCN) (Hocking et
al. 2000): cinco del ambito de Contexto,
cuatro del ambito de Planificacion,
cuatro del ambito de Insumos, diez

referidas a Procesos y cinco sobre

Productos. Dos preguntas (14 y 30)
mezclan mas de un ambito (es decir, se
puede repetir su analisis 0, como en este
trabajo, se las considera en uno solo de
los ambitos que las contiene), seglin
Contexto: Preguntas 1, 2, 3, 6 y 9;
Planificacion: Preguntas 4, 5, 7, 8 y 30;
Insumos: Preguntas 10, 12, 14, 15 y 16;
Procesos: Preguntas 11, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23 y 25; y Productos: Preguntas
8,24,26,27,28y 29.

La escala de puntuacion asignada a cada
pregunta (atributo) de la encuesta va de
0 a 3. El significado de la puntuacion
asignado por los referentes a cada
atributo evaluado es: 0 si el atributo no
estd presente;1 si el atributo estd
presente, pero hay deficiencias mayores
o importantes; 2 si el atributo estd
presente 'y  presenta  deficiencias
menores; y 3 si el atributo estd presente
en toda su expresion posible.

A partir de la puntacion asignada a cada
pregunta, se estima el valor relativo en
porcentaje (%) alcanzado por cada una
de las preguntas en todas las APCM,
considerando que se logra el 100%
cuando cada una de las ocho APCM
obtiene un puntaje de 3. También se
estimd el porcentaje que alcanza cada
APCM por ambito (100%, es igual a 3
por el niumero de preguntas de cada
ambito).
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Se considera que estas estimaciones
alcanzan una “efectividad de manejo”, o
estado de gestion Alto de 75 a 100%,
Medio de 50 a 75%, Bajo de 25 a 50% y
N/A (no tiene gestion).

A continuacion, se desarrolla en cada
APCM 1la totalidad de las preguntas
conforme al estado del atributo,
ordenadas por ambito, sefialando si esta
en su maxima expresion, o si las mismas
poseen deficiencias menores,
deficiencias mayores o el atributo no esté
presente.

Por otra parte, se amplia la informacion
con el Asunto que trata cada pregunta, el
concepto que merecio en la encuesta y
acerca de la dificultad para producir el
cambio que haria mejorar la gestion del
AP. Para finalizar el analisis individual
de cada AP, se aplica la tabla respectiva

con las amenazas sefialadas. (Por razones

de extension solo se describe una
sintesis). Los cuestionarios se hicieron
en los meses de junio y julio del afio
2014, coordinados con las autoridades de
aplicacion, en talleres participativos que
contaron con la concurrencia de técnicos
del area y de las personas responsables
de las dareas naturales protegidas
(guardas ambientales). Se completaron
las hojas de datos de cada una de las
APCM de la provincia.

Cuando se sugieren acciones para
modificar el estado en que se encuentra
cada atributo en cada una de las APCM,
primero se analiza el grado de dificultad
que presenta el atributo (Bajo, Medio,
Alto) y luego se realiza una propuesta
con recomendaciones de acciones y

metas para superar esas dificultades.
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RESULTADOS y DISCUSION
Formulario de Evaluacion

En la Tabla 1 se puede observar que las
APCM en Chubut alcanzan en conjunto

una puntuacion total de 522, sobre un

maximo de 720. Es decir que, si este
valor es el 100%, las APCM cubren un
72,5% de los atributos que se consideran

en el METT.

Tabla I. Puntuacion asignada a cada APCM para las treinta preguntas de la Herramienta de Seguimiento

de Manejo (METT) de las APCMs de Chubut.

Table 1. Score assigned to each APCM for the thirty questions of the Management Monitoring Tool

(METT) of the Chubut APCMs.

PV PBA PLo PLe PT C2B PIMC PM X

1. Estatus Legales 3 3 3 3 3 3 3 3 24
2. Reglamentos para el AP 2 2 3 1 3 1 3 3 18
3. Aplicacién de las leyes. 2 2 3 1 3 1 3 3 18
4. Objetivos del AP 3 3 3 2 3 2 3 3 22
5. Disefio del A Protegida 3 3 3 2 2 3 3 2 21
6. Demarcacion de limites 2 3 2 2 2 2 1 2 16
7. Plan de manejo 3 1 1 0 3 1 1 1 11
8. Plan de Trabajo 2 3 2 2 2 2 3 2 18
9. Inventario de Recursos 3 3 2 2 3 2 3 2 20
10. Investigacién 3 3 3 3 3 3 3 2 23
11. Manejo de Recursos 3 3 3 2 3 3 3 3 23
12. Cantidad de personal 2 2 2 1 3 2 3 3 18
13. Man. de Rec. Humanos 2 3 2 1 3 2 2 3 18
14. Capacitacion 2 3 2 0o 2 2 2 2 15
15. Presupuesto Actual 2 3 2 1 2 2 2 2 16
16. Estabililidad presupuestaria 3 3 2 2 3 2 2 2 19
17. Manejo financiero 2 3 2 2 3 2 2 2 18
18. Equipos 2 3 2 0 3 2 2 2 16
19. Mantenim. de equipo 2 3 2 0o 2 2 2 2 15
20. Prog.de Educ, y concientiz. 3 1 1 0 3 1 1 1 11
21. Rel. Com. Gub. Colindantes 3 2 2 2 3 0 0 0 12
22. Pueblos indigenas 3 1 2 1 2 2 2 1 14
23. Comunidades Locales 3 2 2 1 2 2 2 2 16
24. Infraest, para Visitantes 3 2 2 0 3 2 2 2 16
25. Operarios de Turismo 3 3 3 0 3 1 2 2 17
26. Cuotas 3 3 3 0 3 1 0 3 16
27. Evaluacién de Condiciones 3 3 3 2 3 0 0 14
28. Evaluacion de Acceso 3 3 2 0 3 2 2 3 18
29. Eval. beneficio econémico 3 3 3 1 3 2 3 2 20
30. Monitoreo y Evaluaciéon 2 2 3 1 3 2 3 3 19
Sumatoria (¥) 78 77 70 35 82 54 63 63 522
Porcentaje (%) 87 8 78 39 91 60 70 70 72,5
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También, se observa que el APCM con
mayor puntacion es Punta Tombo con el
91%, seguida por Peninsula Valdés

(87%), Punta Buenos Aires (86%), Punta

Loma (78%), Cabo Dos Bahias y Parque

Interjurisdiccional ~ Marino  Costero
Patagonia Austral (70%) y Punta Leon

presenta la puntuacion menor (60%).
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Figura 2. Puntuacion relativa (%) que alcanzan las preguntas en todas las APCMs de Chubut.

Figure 2. Relative score (%) reached by the questions in all the APCMs of Chubut.

En la Figura 2 se observa que son 16
preguntas, de un total de 30, que
alcanzan o superan el 75% de la
puntuacioén relativa de todas las APCM.
Por ejemplo, la pregunta 1, Estatutos
Legales, alcanza el valor 100%, lo que
significa que la pregunta estd
desarrollada en su méaxima expresion, y
que todas las APCM estan creadas por
Ley. Se observan 12 preguntas entre el

50 y el 75% y 2 preguntas estan por
debajo del 50%.

Andlisis por ambito de evaluacion

Los elementos de evaluacion por ambito
(Tabla 1II) que mayor puntuacion
alcanzaron estan en Contexto (80%).
Este ambito responde a las preguntas
relacionadas con la situacion actual del
area. Le siguen los ambitos de
Planificacion, que responde a donde se
quiere llegar; e Insumos, que trata de lo
que las areas necesitan, ambos con un
76%. Luego le sigue el ambito de
Productos (;qué hicimos?) con un 70%.
El menor valor se registro en el ambito

de Procesos (;,como lo haremos?) 67%.
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Tabla II. Valores medios en porcentaje que alcanza cada ambito.
Table II. Average values in percentage that each scope reaches.

Ambito Contexto | Planificacion | Insumos
Producto

Valor Promedio 80 76 76 67 70
(%)
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Figura 3. Ambito de Contexto para las APCMs. de Chubut.
Figure 3. Context Scope for the APCMs. of Chubut.

En la Tabla II y la Figura 3 se puede AP Punta Tombo (93%) y la menor
observar que el ambito de Contexto tiene puntuacién en las AP Punta Ledn y Cabo
un promedio para todas las APCMs de Dos Bahias (60%).

80%. Alcanza su maxima expresion en el
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Figura 4. Ambito de Planificacion para las APCMs. de Chubut.
Figure 4. Scope of Planning for the APCMs. of Chubut.
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En la Tabla II y la Figura 4 se puede Tombo y Parque Interjurisdiccional
observar que el ambito de Planificacion Marino Costero Patagonia Austral (87%)
tiene un promedio para todas las APCMs y la menor puntuacién en el AP de Punta
de 76%:; alcanza su maxima expresion en Leon (47%).

las APs de Peninsula de Valdés, Punta
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Figura 5. Ambito de Insumos para las APCMs de Chubut.
Figure 5. Scope of Inputs for the APCMs. of Chubut.

En la Tabla II y la Figura 5 se puede AP Punta Buenos Aires (93%) y la
observar que el ambito de Insumos tiene menor puntuacion en el AP Punta Leon
un promedio para todas las APCMs de (47%).

76%; alcanza su méxima expresion en el
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Figura 6. Ambito de Procesos para las APCMs. de Chubut.
Figure 6. Scope of Processes for the APCMs. of Chubut.

En la Tabla II y la Figura 6 se puede 67%; alcanza su maxima expresion en el
observar que el &mbito de Procesos tiene AP Punta Tombo (90%) y la menor en el
un promedio para todas las APCMs de AP Punta Leo6n (30%).
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Figura 7. Ambito de Productos para las APCMs. de Chubut.

Figure 7. Scope of Products for the APCMs. of Chubut.

En la Tabla II y la Figura7 se puede
observar que el ambito de Productos
tiene un promedio para todas las APCMs
de 70%; alcanza su maxima expresion en
las APs Peninsula Valdés y Punta Tombo
(100%) y la menor puntuacion en el AP
Punta Ledn (20%).

Analisis de la puntuacién obtenida para
cada una de las APCMs

El APCM Peninsula Valdés (Tablas I y
IIT) tiene un promedio de 86,8% de
los

puntaje general, estando todos

ambitos por encima de 80%. Ello sefiala
que el estado de gestion es ALTO. Sobre
el total de preguntas tiene 18 con el
atributo en la maxima expresion. Las
restantes preguntas sefialan que el
atributo estd presente con deficiencias
menores. Las amenazas indican que las
mayores estdn en las actividades
relacionadas con el turismo, con la
actividad pesquera y con la introduccion
de especies no nativas o invasoras. Las
deficiencias son menores y la dificultad

para superarlas es baja o media.

Tabla III. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Peninsula Valdés.
Table IIL. Score scale of the questions ordered by scope in the Peninsula Valdés AP.

Ambito Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esta
86,8% expresion Menores mayores  presente
Contexto 80 1,9 2,3,6
Planificacion 87 4,57 8;30
Insumos 80 10; 16 12; 14; 15
11;20;21;22; 13;17;18;
Procesos 87 23: 25 19
Productos 100 24; 265927: 28;
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Tabla IV. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Punta Buenos Aires.
Table IV. Score scale of the questions ordered by scope in the Punta Buenos Aires AP.

Ambi Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esti
mbito .,
86,6% expresion menores mayores presente
Contexto 87 1;6;9 2;3
Planificacion 80 4;5;7 8 7
Insumos 10; 15; 16
93 14 12
Procesos I 13, 17;
80 18; 25 21; 23 20; 22
26; 27 ;28;
Productos 93 29 24

El APCM Punta Buenos Aires (Tablas I
y IV) tiene un promedio de 86,6% de
puntaje general, estando todos los
ambitos por encima de 80%, es decir, el
estado de gestion es ALTO. Sobre el
total de preguntas tiene 19 con el atributo
en la maxima expresion. Siete preguntas
sefialan que el atributo estd presente con
deficiencias menores y tres preguntas
atributo

tienen el presente  con

deficiencias mayores.

Las dificultades para superarlas son
bajas o0 medias. Se sefiala como amenaza
mayor la introduccion de plantas no
nativas o exoticas. Esta en relacion con
las amenazas que tiene el AP Peninsula
Valdés en su totalidad por Ila
introduccion ~ de  algas  exoticas
trasladadas en los cascos de los barcos

pesqueros que faenan en otros mares.

Tabla V. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Punta Loma.
Table V. Score scale of the questions ordered by scope in the Punta Loma AP.

‘L. Promedio Maxima  Deficiencias Deficiencias No esta
Ambito .,
79,4%  Expresion menores mayores presente
Contexto 87 1;2;3 6;9
Planificacion 80 4;5; 30 8 7
Insumos 73 10 12; 111’ 16;
13;17; 18;
Procesos 70 11; 25 19; 21; 22; 20
23
Productos 87 26;27; 29 24; 28
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El APCM Punta Loma (Tablas I y V)
tiene un promedio de 78% de puntaje
general, lo que sefiala un estado de
gestion ALTO. Los ambitos que superan
el 75% son Contexto, Planificacion y
Productos, estando por debajo de este
valor los &mbitos de Insumos y Procesos.
Sobre el total de preguntas tiene 12 con

el atributo en la maxima expresion; 16

preguntas sefialan que el atributo esta
presente con deficiencias menores y dos
tienen el atributo presente con
deficiencias mayores. Se reconoce
dificultad Baja o Media para generar
cambios en esta AP. La amenaza mayor
estd relacionada con las actividades del

turismo.

Tabla VI. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Punta Ledn.
Table VI. Score scale of the questions ordered by scope in the Punta Leon AP.

e Promedio = Maxima  Deficiencias  Deficiencias  No esta
Ambito .,
40,8 % Expresion menores mayores presente
Contexto 60 1 6;9 2;3
Planificacion 47 4;5;8 30 7
Insumos 47 10 16 12; 15 14
Procesos 30 11;17; 21 13;22; 23 185519;
Productos 20 27 29 24:26;28

El APCM Punta Leon (Tabla I y VI)
tiene un promedio de 39% de puntaje
general, que como es el puntaje mas bajo
de las APs, indica que su estado de
gestion es BAJO.  Sobre el total
preguntas tiene dos con el atributo en la
maxima expresion. Diez preguntas
sefialan que el atributo esta presente con
deficiencias menores, nueve poseen el
deficiencias

atributo  presente con

mayores y ocho indican que el atributo

no estd presente. Existen dificultades
Altas para generar cambios en el AP de
Punta Leodn, también se observa que la
proporcion de dificultades Medias
supera a las dificultades Bajas. Ello esta
relacionado principalmente con la no
existencia de un plan de manejo, la falta
de un presupuesto estable y, por lo tanto,
los valores (biodiversidad, ecologicos y
culturales) estan sujetos a degradacion

parcial.
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Tabla VII. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por &mbito en el AP Punta Tombo.
Table VII. Score scale of the questions ordered by scope in the Punta Tombo AP.

e Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esta
Ambito .,
91,4%  Expresion menores mayores presente
Contexto 93 1;2;3;9 6
Planificacion 87 4; 30 5;8 7
Insumos 87 10; 12; 16 15; 14
11;13;
Procesos 90 17;18;20; 19;22;23
21;25
24; 26;
Productos 100 27: 28: 29

El APCM Punta Tombo (Tabla I y VII)
tiene un promedio de 91% de puntaje
general, siendo el puntaje mas alto de las
ANP analizados, es decir, estado de
gestion ALTO. Todos los ambitos estan
por encima del 75%, incluso el ambito de
Productos alcanza el 100%. Sobre el
total de preguntas tiene 21 con el atributo
en la maxima expresion. Ocho preguntas

sefialan que el atributo estd presente con

deficiencias menores y una tiene el

atributo presente con deficiencias
mayores. Se identifica dificultad Baja o
Media para generar los cambios. Las
amenazas mayores en el AP estan
relacionadas con la afluencia de turistas
que la visitan, con las construcciones y
con los vehiculos utilizados en dicha

actividad.

Tabla VIII. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Cabo Dos Bahias.
Table VIII. Score scale of the questions ordered by scope in the Cabo Dos Bahias AP.

. Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esta
Ambito .y
60,8%  expresion  menores mayores presente
Contexto 60 1 6;9 2;3
Planificacion 67 5 4; 8; 30 7
Insumos 12;15; 16;
73 10 14
13;17;18;19 )
Procesos 57 11 22:23 20; 25 21
Productos 47 24; 28; 29 26 27
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El APCM Cabo Dos Bahias (Tablas I y
VIII) tiene un promedio de 60% de
puntaje general, sefialando un estado de
gestion MEDIO. Ninguno de los ambitos
alcanza el valor de 75%. Sobre el total
preguntas tiene cuatro con el atributo en
la méxima expresion; 18 preguntas
sefalan que el atributo estd presente con
deficiencias menores, seis tienen el
atributo presente con deficiencias

mayores y dos indican que el atributo no

estd presente. Se observa que las
dificultades para superar las deficiencias
son equivalentes entre Bajas y Medias, y
tiene dificultad Alta cuando el atributo
no estd presente, relacionado con la
existencia de un plan de manejo que atin
no estda implementado y que el
presupuesto actual es aceptable, pero
podria mejorase para lograr el manejo

efectivo.

Tabla IX. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Parque Inter-jurisdiccional
Marino Costero Patagonia Austral.

Table IX. Score scale of the questions ordered by scope in Parque Inter-jurisdiccional Marino Costero
Patagonia Austral.

o Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esta
Ambito .,
72,5% expresion menores mayores presente
Contexto 87 1;2;3;9 6
Planificacion 87 4;5;8;30 7
Insumos 80 10; 12 15;16; 14
13;17;18;19;
Procesos 60 11 22:23: 25 20 21
Productos 47 29 24; 28 26; 27

El APCM Parque Interjurisdiccional
Marino Costero Patagonia Austral
(Tablas I y IX) tiene un promedio de
70% de puntaje general, estado de
gestion MEDIO. Los ambitos que
superan el 75% son Contexto,
Planificacion e Insumos, estando por
debajo de este valor los ambitos de

Procesos y Productos. Sobre el total de

preguntas tiene 12 con el atributo en la

maxima expresion; 12 preguntas sefialan
que el atributo estd presente con
deficiencias menores, tres poseen el
atributo presente con deficiencias
mayores y en tres el atributo no estd
presente. Esta AP tiene un estado de
gestion MEDIO, dificultades para
superar las deficiencias Bajas y Medias
en cantidades equivalentes, y dificultad

Alta, igual que en las APCMs Punta
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Leon y Cabo Dos Bahias. Ello se
relaciona con el Plan de Manejo que ain
no esta siendo implementado y el
Presupuesto que podria mejorase para
lograr el manejo efectivo. Las amenazas

sefialan las Intrusiones Humanas y es el

APCM donde se marcan posibles

Amenazas Culturales y  Sociales
Especificas. Ocupa una amplia franja
marina que es caladero pesquero y la
mayor amenaza se relaciona con esa

actividad.

Tabla X. Escala de puntuacion de las preguntas ordenadas por ambito en el AP Punta del

Marqués. Score scale of the questions ordered by scope in Punta del Marqués AP.

[ . Promedio Maxima Deficiencias Deficiencias No esta
Ambito .,
72% expresion menores mayores presente
Contexto 87 1;2;3 6;9
Planificacion 73 4; 30 5,8 7
10; 15; 16;
Insumos 73 12 14
) 17; 18; 19; )
Procesos 60 11; 13 23: 25 20; 22 21
Productos 67 26; 28 24; 29 27

El APCM Punta del Marqués (Tablas Iy
X) tiene un promedio de 70% de puntaje
general, sefialando un estado de gestion
MEDIO. Un solo ambito supera el 75%
en el area de Contexto, estando por
debajo de este valor los ambitos de
Planificacién, Insumos, Procesos y
Productos. Sobre el total preguntas tiene
10 con el atributo en la méxima
expresion; 15 preguntas sefialan que el
atributo estd presente con deficiencias
menores, tres tienen el atributo presente
con deficiencias mayores y en dos el
atributo no esté presente. Las dificultades
estan relaciona con el Plan de Manejo y

el Presupuesto. A los comentarios

realizados para el AP PIMCPA, se
suman otras amenazas producto de la
cercania con el mayor centro poblado de
la Patagonia, la ciudad de Comodoro
Rivadavia y la villa balnearia de Rada
Tilly.

De acuerdo con los resultados, luego de
aplicar la Herramienta de Seguimiento
de Manejo de Areas Protegidas o METT,
las APCMs en la Provincia del Chubut
alcanzan valores de efectividad de
manejo promedio del 72,5%, con rango
entre 60 y 91%. Esta puntuacion estaria
existencia de una

indicando la

efectividad de manejo promedio,

cercano al valor ALTO. Esta puntuacion
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ubica al proceso de manejo de las
APCMs de la Provincia del Chubut por
encima del alcanzado en las otras
provincias  argentinas con litoral
maritimo (Delfino Schenke R. et al.
2012).

CONCLUSIONES
La experiencia de aplicacion de la
herramienta METT resulto ser practica,
su elaboracion insumid relativamente
poco tiempo y brindd en forma ordenada
una evaluacion del estado de gestion de
las APCMs en la Provincia del Chubut.
El estudio realizado sefiala que esta
herramienta cumple con los requisitos de
ser relativamente rdpida y sencilla para
ser implementada por el personal de las
areas protegidas. De esta manera, no
dependera de niveles altos de
financiamiento ni de otros recursos.
Tiene por ello la ventaja de poder ser
replicada a intervalos interanuales, y de
esta forma observar la evolucion del
estado de gestion en forma comparativa
entre APCM vy sus tendencias en el
tiempo.
No obstante, se debe considerar dos
elementos para tener en cuenta en la
evaluacion:

a) Las preguntas tienen diferente
importancia cuando el objetivo es buscar

la sustentabilidad de los espacios

naturales. Es asi como en este trabajo se
optd por tratar con mayor énfasis las
preguntas que abarcan plan de manejo,
presupuesto, existencia de personal
permanente y capacitado para cumplir
con los objetivos.

b) Las respuestas que se
obtienen del personal técnico del area y
de las personas responsables de las areas
protegidas (guardas ambientales) estan
provistas de cierta subjetividad, producto
de los diferentes origenes,
capacitaciones y experiencias. Es por
ello, que previo a los encuentros donde
se responden las preguntas, es necesario
trabajar con estos actores para aunar
criterios en el ejercicio de aplicacion de
la herramienta.

Otro acercamiento al estudio de la
efectividad de manejo de las APCMs
provinciales, no obstante alcanzar en
promedio un valor cercano a Alto, se
encuentra en los elementos conceptuales
“ambito”, que aportan conocimiento
sobre las fortalezas y debilidades que
presenta la gestion de las APCMs. El
“ambito” que alcanza mayor puntuacion
es el de Contexto, relacionado con la
situacion actual. Le siguen los dmbitos
de Planificacion e Insumos, que abarcan
las preguntas sobre a donde se quiere
llegar, y de los

recursos,

respectivamente; y luego el dmbito de
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Productos, relacionado principalmente
con los programas de manejo. El menor
valor se obtuvo en el ambito de Procesos,
que abarca los resultados directos
logrados con la implementacion de los
planes de manejo.

Llevado este andlisis a las APCMs en
forma individual, es el AP Punta Tombo
la que alcanza la mayor puntuacién, con
un estado de gestion ALTO. Le siguen
las APCMs Peninsula Valdés, Punta
Buenos Aires y Punta Loma, que
también tienen un estado de gestion
ALTO. Por su parte, las APCMs de Cabo
Dos Bahias, Parque Interjurisdiccional
Marino Costero Patagonia Austral y
Punta del Marqués tienen estado de
gestion MEDIO. Punta Leén es el
APCM que tiene la menor puntuacion; y
por lo tanto presenta mayores
deficiencias de manejo, con un estado de
gestion BAJO.

En cuanto a las dificultades que

presentan las APCMs para salvar las

deficiencias en su manejo y relacionadas
con las amenazas, se encuentra una
coincidencia que tiene que ver
principalmente con la existencia o no de
un Plan de Manejo, con contar o no con
un presupuesto estable, que repercute en
las condiciones de los wvalores
importantes del area (de biodiversidad,
ecoldgicos y culturales) que quedan
expuestos a una posible degradacion
severa.

En el analisis de cada una de las APCMs,
ademds de sefialar las fortalezas y
deficiencias en la gestion, la aplicacion
de la herramienta METT ha permitido su
clasificacion a partir del grado de las
dificultades para superarlas. En este
sentido, ademas de contabilizar en
cuantas APCM se presentan las
deficiencias, se realizd, para cada
atributo, las propuestas con las acciones
y metas recomendadas como prioridades

a corto y mediano plazo (Tabla XI).
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Tabla XI. Dificultades para generar cambios y acciones y metas recomendadas.
Table XI. Difficulties to generate changes and actions and recommended goals.

. N° de AP
Dificultad . .
con Acciones/Metas a corto y mediano
Asunto para generar ..
. Dificulta- plazo)
cambios
des
1.Estatutos legal -- - e
9. Resllmeitas Capacitacion del personal en los
; . reglamentos de las APs y en los
para el area Media 4 . .
. sistemas de procedimientos para su
protegida. .
aplicacion.
3. Aplicacion de . Capacitacion del personal para
Baja 4 .
las leyes. implementar las leyes
4. Objetivos del . Relevar y aclarar los objetivos de cada
, . Baja 2 ;
area protegida area. Hacer propuestas
Analizar distintas opciones de
expansion del AP. Realizar talleres
5. Disefo del Area . participativos con los propietarios de los
. Media 3 - . .
Protegida campos vecinos y analizar alternativas
que mejoren el disefio del AP o su zona
de amortiguacion.
6. Demarcacion de . Establecer tipo de demarcacion mas
., . Media 7 .
los limites apropiada. Presupuestar
7, Pl Gl o Media 6 Impul.sar la finalizacion del Plan de
Manejo
. . Capacitacion en POAs. Analizar
5, 18k 09 rlbege Baja 7 debilidades de los planes de trabajo.
Sistematizar la informacion sobre el AP.
9. Inventario de . Incorpo-rar al POA del AP un programa
Media 4 de monitoreo al menos 4 veces al afio
Recursos
(desarrollo del programa, costos
cronograma)
Establecer prioridades de manejo y
., . promover actividades en esa direccion.
10. Investigacion Baja 1
Contactar y generar acuerdos con el
sistema académico.
_ Media 1 Capacitacion para el manejo de recursos
12. Cantidad de . Incremento de presupuesto para
Media 5 .
ersonal incorporar personal
Media 5 Imple_mentar cursos de capacitacion en
manejo de recursos humanos
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Dificultad N”de AP . .
para generar . con Acciones/Metas a corto y mediano
. Dificulta- plazo)
cambios
des
Baja 7 Establecer planes de capacitacion en
APs.
Establecer prioridades de manejo y
Media 7 promover acti\{idades en esa dir‘eccién
con la adecuacion presupuestaria
correspondiente
Baja 5 Establfx‘:er un presupuesto' basico que de
estabilidad al funcionamiento del APs
Baja 6 Capacitacion en financiamiento de APs.
Establecer brecha entre la
Media 6 @nfraestructura y equipos actuales y la
ideal. Proponer un programa para
infraestructura y equipamiento.
Establecer brecha de financiamiento
Baja 7 para mantenimiento qe equippg e
infraestructura. Analizar posibilidades
de financiamiento
Formalizar en el POA un Programa de
Baja 6 Educacion. Impulsar acue'rdos §i
corresponde (escuelas, universidades,
academia)
Baja 6 Impglsar un programa de partic.ipaci(')n
publica, con metas de cooperacion.
Media 7 Impulsar un programa de participacion

publica.
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Dificultad N°de AP
para con Acciones/Metas a corto y mediano
generar Dificulta- plazo)
cambios des
. Promover un programa de encuentros
Baja 7 YIOVer un prog u
participativos
Establecer brecha de financiamiento.
24Infraestructura . . o
.. Media 6 Analizar posibilidades de
para Visitantes N
financiamiento
. Promover un programa proactivo con
Baja 4 . -
los operarios de turismo
. Implementar un sistema de colecta de
26. Cuotas Baja 3 P
las cuotas.
Establecer amenazas a los valores
27. Evaluacion de Alta 4 importantes del AP y acciones de
Condiciones remediacion, mitigacion o
compensacion
0%, BlliaeiGn de ’ Disenar y adecuar un sistema de
o, Media 4 proteccion conforme a los objetivos de
conservacion para la Ap.
29. Evaluacion de . L .
. . Promover investigaciones econdmicas
los beneficios Media 4 .
. con estudio de mercado.
econdomicos
30. Monitoreo y . Verificacion sistematica del
.y Baja 4 . . .y
Evaluacion cumplimiento de la planificacion

Finalmente, y a partir de los buenos
resultados obtenidos con la aplicacién
participativa de la herramienta METT
para contribuir a la sustentabilidad de las
APCMs de la Provincia del Chubut, se
recomienda la replicacion de este
analisis con periodicidad ajustada a los
tiempos de ejecucion propios de los

programas de manejo de cada area.
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Arribazon de Anotrichium furcellatum (J. Agardh) Baldock (Ceramiales,
Rhodophyta) en Bahia Engafio-Chubut-Argentina.
Drift marine algae of Anotrichium furcellatum (J. Agardh) Baldock (Ceramiales,

Rhodophyta) in Bahia Engafio-Chubut-Argentina.
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RESUMEN

Es importante dar a conocer a la poblacion de zonas costeras la composicion especifica
de las algas marinas bentdnicas componentes de arribazones. Describir fendmenos
naturales de estas caracteristicas permite conocer la composicion de las comunidades
submareales cercanas, el posible impacto ecolégico que provocan en el area de
ocurrencia y determinar sus posibles usos y aplicaciones en diversos campos del
conocimiento. En este trabajo se describe un evento registrado en Bahia Engafio-
Chubut-Argentina durante el verano de 2017 y 2018. La mayor proporcion de los
especimenes analizados presentes en el arribazon corresponde a Anotrichium
furcellatum (J. Agardh) Baldock (Rhodophyta).

PALABRAS CLAVES: algas marinas, Anotrichium furcellatum, arribazén, Patagonia,

SUMMARY
It is important to make known to the population of coastal areas the specific composition
of large arrivals of drift marine algae. Describing natural phenomena of these
characteristics allows us to know the composition of nearby subtidal communities, the
possible ecological impact, they cause in the area of occurrence and determine their
possible uses and applications in various fields of knowledge. This work describes an

event registered in Bahia Engafio-Chubut-
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Argentina during the summer of 2017 and 2018. The highest proportion of the specimens

analyzed in this event corresponds to Anotrichium furcellatum (J. Agardh) Baldock

(Rhodophyta).

KEY WORDS: Anotrichium furcellatum, drift marine algae, Patagonia.

INTRODUCCION

Los arribazones algales consisten en la
llegada a las playas o a las riberas de
lagunas costeras y estuarios, de grandes
cantidades de macroalgas sensu lato, es
decir, pertenecientes a cualquiera de los
phyla Chlorophyta, Ochrophyta o
Rhodophyta. Segin la localizacién
geografica y la estacionalidad de las
especies algales involucradas, éstas
serdn mono o poliespecificas. Portillo
Hahnefeld, 2008; Dreckmann &
Senties, 2013; Berglund et al. 2003 y
Borja, 1987 estudiaron el
comportamiento y composicion de los
arribazones en distintas playas. Por lo
general, el sector turistico los ha venido
calificando como basura playera durante
los ultimos 30 afios (Dreckmann &
Senties, 2013).  Los procesos de
putrefaccion asociados a la
descomposicion de estas grandes
cantidades de material biologico que
arriban a las playas pueden afectar a las
condiciones del uso recreativo de la
zona, asi como causar un mal aspecto y
olores desagradables (Portillo

Hahnefeld, 2008). La causa de los

arribazones generalmente se asocia a

tormentas o corrientes oceanicas que
generan desprendimientos masivos en
las comunidades bentonicas de los
fondos cercanos (Kirkman & Kendrick,
1997). Estos eventos son conocidos en
distintas costas del mundo, mostrando
mayor magnitud en las zonas donde se
desarrollan

grandes praderas

submarinas de algas y faner6gamas
(Borja, 1987).

Algo mas al norte de la localidad de
estudio, en Bahia Nueva, Golfo Nuevo,
se produce anualmente una considerable
biomasa de macroalgas que el mar
deposita sobre las playas de Puerto
Madryn permaneciendo flotando y
posteriormente descomponiéndose.
Durante los meses de verano, la
Municipalidad local recolecta alrededor
de 8.000 toneladas de algas de arribazon
para permitir las actividades recreativas
estivales en la playa. En Puerto Madryn,
los arribazones han sido un fenomeno
comun, generalmente asociado con
vientos fuertes, principalmente de
direccion norte y noreste, o mar de
fondo. En los relevamientos floristicos
realizados entre 1992 y 1996 se

identifico a Ulva como el género mas
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representativo en los arribazones, por lo
cual en esa época se especulaba con una
progresiva evolucion de las praderas de
macroalgas hacia el fendmeno de
"marea verde", relacionado con un
incremento en el aporte de nutrientes
provenientes de los efluentes vertidos a
Bahia Nueva (Piriz et al., 2003). En
1992, la introducciéon accidental en
Golfo Nuevo de Undaria pinnatifida y
su posterior adaptacion a las
condiciones ambientales de esta
localidad, posibilit6 el progresivo
aumento de su densidad poblacional
(Casas & Piriz, 1996). A partir de 1996
se hace evidente un cambio en la
composicion floristica estival de los
arribazones en términos de biomasa
seca, apareciendo U. pinnatifida como
dominante y Codium vermilara como
codominante (Piriz ef al., 2003; Eyras &
Sar, 2003).

En las ultimas décadas (1990-2007) las
condiciones  ambientales en las
localidades del norte del golfo San Jorge
pueden haber cambiado por eventos
registrados para la zona como aluviones
de agua dulce, mareas negras por
derrames de petroleo, introduccion de
Undaria pinnatifida desde 2002 vy
marcada proliferacion de Anotrichium
furcellatum (Zaixso, et al. 2015).

El género  Anotrichium  (Négeli)
pertenece a la tribu Griffithsiae de la

familia  Ceramiaceae
Rhodophyta), (Guiry, 2018). Entre el
19 y el 26 de febrero del afio 2000 en la

(Ceramiales,

costa de la Provincia de Buenos Aires,
(37° 41" S; 38° 18" W) se observo una
arribazén masiva de algas constituida
principalmente por  Anotrichium
furcellatum. El material de arribazon
proveniente de las playas de Mar del
Plata fue précticamente unialgal
(Boraso de Zaixso & Akselman, 2005).
Anotrichium furcellatum fué observada
en los Golfos San José y Nuevo en
intermareal y submareal (Boraso de
Zaixso et al., 1999; Diaz et al., 2002 y
Boraso de Zaixso & Akselman, 2005).
La  Composicion  floristica  de
arribazones en playas del sudeste de la
provincia de Buenos Aires, Argentina
fue caracterizada en Quequén (febrero
de 2012) por Dictyota spp. y A.
Sfurcellatum; en Necochea (febrero de
2012) por Dictyota spp., Jania rubens
y Coralina officinalis ; y en Mar del
Plata (Marzo de 2013) por
Gigartinaceae no identificada,
Rhodymenia sp., Ahnfeltiopsis sp.y C.
officinalis (Becherucci & Benavides,
2016).

El objetivo de este trabajo fue identificar
la composicion floristica de las especies
que componen dos arribazones de algas

ocurridos en el verano de 2017 y 2018

en Bahia Engafio, Chubut, Argentina, y
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contribuir al conocimiento de las

poblaciones sub mareales locales.

MATERIAL Y METODOS

La zona del estudio se localizé en la
Bahia Engafio sobre la costa Atlantica
en donde desemboca el rio Chubut,
formando un estuario (43° 18" S; 65° 06”
W). Alli se ubica la villa balnearia de
Playa Union al norte del rio y lindante
con el Puerto de Rawson. A su vez Playa
Magagna, se ubica al sur del rio y
completa las poblaciones que se
encuentran sobre ambas margenes de la
desembocadura (Figura 1).

El aporte de agua dulce a la Bahia
Engafio se realiza, principalmente, a
través del rio Chubut. Este atraviesa
importantes ciudades del valle como
Gaiman, Trelew y Rawson y aporta a la
Bahia  elementos  nutritivos y
contaminantes que son susceptibles de
alterar el ecosistema. El caudal medio de
este rio es de 47 m3/seg. y alimenta el
embalse Florentino Ameghino que tiene
una superficie de 71 km2 (Instituto
Provincial del Agua, 2018). Entre los

distintos aportes que pueden afectar su

calidad, se pueden identificar entre
otros, el sistema cloacal de Rawson, el
drenaje de los sistemas de irrigacion, el
puerto de Rawson por la actividad
normal del puerto, de los buques de la
flota amarilla por la seleccion y limpieza
de las capturas de peces que no se
pudieron realizar en el mar (Esteves et
al., 1997).

Las muestras de los arribazones
ocurridos en el verano del afio 2017 y
2018 fueron recolectadas en Bahia
Engafio, Chubut, conservadas en formol
neutro al 5% y tefiido con azul de
anilina. Los ejemplares  fueron
identificados a nivel de especie, género
o familia dependiendo del estado de
conservacion o de si se hallaban fértiles
o estériles.

Los ejemplares del material
identificados se depositaron en el
Herbario Regional. Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud;
U.N.P.S.J.B. HRP. INDEX.
HERBARIORUM. Para la clasificacion
de las macroalgas se utilizo la base de

datos de Algae Base, Guiry & Guiry
(2018).
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Figura 1. Ubicacion general del area de estudio: Bahia Engafio, Chubut.
Figure 1. General location of the study area: Bahia Engafio, Chubut.

RESULTADOS

Los arribazones cubrieron una gran
superficie costera en Bahia Engafio —
Chubut- Argentina (Figura 2 A, B, C,
D). La zona correspondiente a Playa
Unidn y la zona de Pesca, ubicada mas
al norte de Playa Union comprendid una
superficie aproximada de 12 km. La
zona correspondiente a Playa Magagna,
comprendidé una superficie aproximada
de 5 km. Se identifico la especie
Anotrichium furcellatum (J. Agardh)
Baldock) como principal componente
del arribazéon que cubrid las playas de
Bahia Engafio en la Provincia del
Chubut, Argentina. Solo se encontraron

talos vegetativos filamentosos, no

observandose estructuras reproductivas
como tetrasporofitos con esporangios.
Los talos son filamentosos, delicados,
corticados, de color rosado-rojizo, estan
ramificados lateralmente en los apices y
se muestran pseudodicotémicos en el
resto del talo; alcanzan hasta 14 cm de
longitud y se encuentran usualmente en
grupos numerosos en los que las ramas
de diferentes talos individuales se
encuentran enredadas entre si (Figura
3).

En verano del ano 2017 el arribazén
fue monoespecifico constituido un
100% por  Anotrichium furcellatum
mientras que, en verano de 2018 se

observo un 99 % de A. furcellatum y el
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porcentaje restante correspondié a otros
géneros de algas rojas: Aphanocladia
robusta  (Figura 4a), Hymenena
laciniata  (Figura  4b), Ballia
sertularioides (Figura 4c), Rhabdonia
coccinea (Figura 4d), Ceramiun spp.,
Antithamnionella

ternifolia,

Heterosiphonia berkeleyi, Phycodrys

Medeiothamnion
Griffthsia

Streblocladia camptoclada, y algas

quercifolia,
flaccidum, antarctica,
pardas: Sphacelaria sp., Halopteris sp.
(Figura 4e), Myrionema macrocarpum 'y
Dictyota dichotoma. La clasificacion de
las algas pardas y rojas encontradas se

presenta en la Tabla 1.

Figura 2. Arribazén en Bahia Engafio (Chubut), zona costera cubierta de un tapiz de algas rojas. A y B:

Playa Union C y D: Playa Magagna.

Figure 2. Drift marine algae in Bahia Engafio (Chubut): coastal area covered with a carpet of red algae. A

y B: Playa Unién C y D: Playa Magagna.
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Figura 3. Anotrichum furcellatum, (a) aspecto general. La barra indica: 2 cm; (b) y (¢):  detalle del talo
vegetativo filamentoso, ramificado lateralmente en los apices.

Figure 3. Anotrichum furcellatum, overall appearance. The bar indicates: 2 cm; (b) y (c): detail of the
filamentous vegetative talus, branched laterally at the apices.

88



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 82-93. Arribazéon de Anotrichium furcellatum.

Figura 4. Composicion floristica del arribazon observado en Bahia Engafio — Chubut durante el verano de
2018: (a) Aphanocladia robusta. (La barra indica: 1 mm); (b) Hymenena laciniata. (La barra indica: 1 cm);
(c) Ballia sertularioides. (La barra indica: 0,5 mm). (d) Rhabdonia coccinea. (La barra indica: 10 pm); (e)
Halopteris sp. (La barra indica: 1 cm).

Figure 4. Floristic composition seaweeds washed ashore has been observed at Bahia Engafio — Chubut
During the summer of 2018 (a) Aphanocladia robusta. (The bar indicates: 1 mm); (b) Hymenena laciniata.
(The bar indicates: 1 cm); (c): Ballia sertularioides. (The bar indicates: 0,5 mm); (d) Rhabdonia coccinea.
(The bar indicates: 10 um); (¢) Halopteris sp. (The bar indicates: 1 cm).

89



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 82-93. Arribazon de Anotrichium furcellatum.

Tabla I: Composicion floristica de los arribazones de algas marinas en playas de Bahia Engafio-Chubut.
Table I: Floristic composition of drift marine algae in Bahia Engafio beaches, Chubut Argentina.

Phylum Orden Familia Género

Rodophyta Ceramiales Ceramiaceae Ceramium spp. Roth, A.W.
Ceramiales Ceramiaceae Antithamnionella ternifolia (Hooker fil.

& Harvey) Lyle
Ceramiales Dasyaceae Heterosiphonia berkeleyi Montagne
Ceramiales Delesseriaceae Phycodrys quercifolia (Bory) Skottsberg
Ceramiales Delesseriaceae Hymenena laciniata (J.D.Hooker & Harvey) Kylin
Ceramiales Wrangeliaceae Anotrichium furcellatum (J. Agardh) Baldock
Ceramiales Wrangeliaceae Medeiothamnion flaccidum (J D Hooker & Harvey) J
F Brauner

Ceramiales Wrangeliaceae Griffithsia antarctica J D Hooker & Harvey
Ceramiales Rhodomelaceae Streblocladia camptoclada ( Montagne ) Falkenberg
Ceramiales Rhodomelaceae Aphanocladia robusta Pujals
Balliales Balliaceae Ballia sertularioides (Suhr ) Papenfuss

Heterokonto | Sphacelariales Sphacelariaceae Sphacelaria Lyngbye

phyta
Sphacelariales Stypocaulaceae Halopteris Kiitzing
Ectocarpales Ectocarpales Mpyrionema macrocarpum Skottsberg
Dictyotales Dictyotaceae Dictyota dichotoma (Hudson) J.V. Lamouroux
Gigartinales Areschougiaceae Rhabdonia coccinea (Harvey) Harvey

DISCUSION Y CONCLUSIONES

arribazones

En la actualidad,
usualmente se utilizan como
bioindicadores, donde estudios de la
biologia  marina

pueden  aportar

valoraciones indirectas, tanto
cualitativas como cualitativas de la
variabilidad bioldgica existente en las
Portillo

comunidades bentdnicas

Hahnefeld (2008). Por lo que se deberia
"sensibilizar a la poblacion de los
valores ambientales y ecoldgicos que
proporcionan los arribazones en las
playas ya que suponen “un beneficio
enorme" para el ecosistema del litoral
porque aportan materia organica y
nutrientes a las comunidades vegetales

de las profundidades marinas y sirven de
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alimento para peces, insectos y aves.
Aunque muchos puedan considerarlas
como basura organica por su aspecto y
por su olor, las macroalgas que las
mareas dejan en la orilla “son unas
grandes desconocidas” y encierran un
enorme valor ecoldgico. Es conveniente
dar a conocer la composicion especifica
de estos arribazones a la comunidad, en
especial al sector vinculado al turismo
para que no sean considerados “basura
playera” (Dreckmann & Senties, 2013).
Anotrichium furcellatum es una especie
que puede formar en ocasiones
arribazones por una colonizacion rapida
y masiva del submareal (Zaixso &
Akselman 2005). La ocurrencia de estos
arribazones de algas podria deberse a las
condiciones  meteoroldgicas  como
tormentas y marejadas, mientras que la
magnitud de los mismos estaria
determinada por la abundancia, en
términos de biomasa, de las poblaciones
macroalgales presentes en el submareal
(Berglund et al., 2003). Boraso de
Zaixso & Akselman (2005) indican que
A. furcellatum  se distribuye en el
intermareal y submareal del Golfo San
Jos¢; Diaz et al., 2002 en el Golfo
Nuevo; Piriz et al., 2003 y Eyras & Sar,
2003 en Puerto Madryn; en este estudio
A. furcellatum se encontr6 abundante en

las playas de Bahia Engafio como

principal formadora del arribazén en el
verano del afio 2017 y 2018.

Es importante continuar estudiando los
eventos de arribazones que ocurren en
Patagonia y aportar conocimiento
encaminado a paliar los
impactos sociales 'y  ambientalesy
promover acciones que se traduzcan en
un beneficio social y medioambiental,
como lo describe Portillo Hahnefeld
(2008) en su estudio sobre arribazones
en islas Canarias. Este autor reconoce
que las algas y las plantas marinas son
"molestas" para los usuarios de la playa,
pero suponen "un beneficio enorme"
para el ecosistema del litoral porque
aportan materia organica y nutrientes a
las comunidades vegetales de las
profundidades marinas y sirven de
alimento para peces, insectos y aves.
En cuanto a los beneficios sociales o
econdmicos, el aprovechamiento de este
fendémeno natural crea una alternativa de
ingresos en areas carenciadas, no
necesita de grandes inversiones y
promueve la re-utilizacion para otros

productos de interés, entre otros.
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La temperatura y la escala de cultivo son factores determinantes en la composicion
bioquimica y el perfil de acidos grasos en microalgas?
Are temperature and culture scale determinant factors in biochemical composition

and fatty acid profile in microalgae?
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RESUMEN
Se cultivaron tres especies de microlagas -Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. 'y
Tetraselmis sp.- en sistema batch en dos condiciones que combinaron la escala de
produccion y la temperatura: 1) pequefia escala y 24 °C, y ii) escala masiva y temperatura
variable. Se determind la composicion bioquimica proximal y el contenido de cenizas y
se identificaron y cuantificaron los acidos grasos para cada combinacidon de especie-
tratamiento por triplicado. Ninguna de las especies presentd diferencias significativas
para ninguno de sus componentes (lipidos, carbohidratos, proteinas y cenizas) entre
tratamientos. Los acidos grasos no presentaron diferencias significativas cuando se los
analizd6 agrupandolos por grado de saturacion (insaturados, monoinsaturados y
poliinsaturados). Los acidos grasos poliinsaturados agrupados en las familias (n —3) o (n
— 6) y los cocientes -(SFA + MUFA) / PUFA y (n — 3) / (n — 6)- tampoco presentaron
diferencias significativas entre tratamientos. Al realizar analisis mas profundos de cada

acido graso en particular, con especial énfasis en aquellos considerados esenciales, se
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pudo determinar que aunque los tratamientos aplicados no modificaron
significativamente la composicion bioquimica de las microalgas estudiadas se observaron
diferencias que deben ser tenidas en cuenta a la hora de determinar las dietas Optimas para
cada especie de bivalvo en cada etapa de su ciclo de vida.

PALABRAS CLAVES: Composicion Bioquimica; Composicion de Acidos grasos;

Escala; Microalga; Temperatura

ABSTRACT
Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. and Tetraselmis sp. were cultivated in a batch system
at two conditions that combine scale production and temperature: i) small scale and 24°C,
and i) massive scale and variable temperature. Proximal composition and ash were
determined and fatty acids were identified and quantified for each species-treatment
combination for triplicate. None of the three species presented significant differences for
each component (lipid, carbohydrate, protein, and ash) between treatments. Fatty acids
did not present significant differences in the analysis performed grouping them by degree
of saturation (unsaturated, monounsaturated and polyunsaturated). Polyunsaturated fatty
acids did not present significant differences between treatments when they are grouped
in (n — 3) or (n — 6) families either. Additionally, the two ratios (SFA + MUFA) / PUFA
and (n —3) / (n — 6) did not show significant differences between treatments: The applied
treatments did not significantly modify the proximal composition, however, when
individual fatty acids were analyzed, with the main emphasis on those that are considered
essential, differences can be observed that deserve to be taken into account when
determining the optimal diets for each bivalve species in each life stage.
KEY WORDS: Biochemical composition; Fatty acid composition; Microalgae; Scale;
Temperature.
INTRODUCCION posee

requerimientos  energéticos

En todas las etapas del cultivo de
moluscos bivalvos, desde larvas hasta
adultos las microalgas son utilizadas
como Unico alimento (Helm y Bourne,
2006). Los requerimientos nutricionales
en bivalvos marinos varian a lo largo de

su ciclo de vida, es decir que cada estadio

especificos. Asi es como por ejemplo,
durante la formacion de la concha y el
crecimiento somatico, son necesarias
mayores cantidades de proteinas
formadoras de tejidos (Kreeger et al.,
1995, Darriba et al., 2005, Li et al.,
2011). En cambio, a lo largo de la
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gametogénesis, cuando los organismos
estan desarrollando sus gonadas, son
necesarias mayores cantidades de lipidos
de buena calidad, y en este caso los
carbohidratos juegan un rol importante
en la biosintesis de los mismos (Gatenby
et al., 2003). En las hembras ademas
puede observarse que tanto el contenido
de lipidos como de proteinas se
incrementa durante la gametogénesis.
Para alcanzar los requerimientos
energéticos necesarios en cada etapa de
vida estos compuestos deben ser
suministrados mediante el alimento
ingerido y/o por reservas previamente
almacenadas en gonadas u otros tejidos
(Saucedo et al., 2002, Darriba et al.,
2005).

El éxito de una produccion de bivalvos
depende de la disponibilidad de cultivos
de microalgas apropiados que posean
ciertas caracteristicas. Entre ellas se
incluyen: tamafio, calidad nutricional,
ausencia de toxinas y tasas de
crecimiento  adecuadas para la
produccion en masa (Whyte, 1987,
Polanco et al, 2000, Martinez-
Fernandez y Southgate, 2007).

Dado que la composicion bioquimica de
las microalgas depende de diversos
factores (especie, condiciones de cultivo,
etapa de crecimiento, etc.), el conocer
dicha composicion bioquimica resulta

indispensable en el cultivo de bivalvos

en condiciones controladas. Ademas, es
sabido que las dietas multiespecificas de
microalgas son mas efectivas que
aquellas monoespecificas ya que
mejoran el desarrollo de las larvas y
aumentan sus tasas de crecimiento,
incrementando la produccion general de
semillas de bivalvos (Helm y Bourne,
2006). Entre las especies de microalgas
algunas de las mas utilizadas como
alimento para los moluscos bivalvos
debido a su buena ingestibilidad y
digestibilidad son Isochrysis galbana
(Filo Haptophyta), Chaetoceros sp. (Filo
Bacillariophyta) y Tetraselmis sp. (Filo
Chlorophyta) (Hoff y Snell, 1989,
Brown, 2002, Helm y Bourne, 2006, da
Costa, 2009).

La composicion bioquimica de las
microalgas cultivadas varia no solo entre
especies de microalgas sino también que
la calidad nutricional depende de las
condiciones de cultivo de las mismas. Si
las condiciones de cultivo se encuentran
estandarizadas, los  cultivos de
microalgas con buenos y altos valores
nutricionales tendran valores similares
entre distintos cultivos para cada una de
las especies en particular (Helm vy
Bourne, 2006). Los parametros fisico-
quimicos de un cultivo como la
temperatura, el fotoperiodo, el pH, el
medio de cultivo utilizado y la salinidad

son de gran relevancia en términos de
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tasas de crecimiento y calidad
bioquimica de las microalgas (Hoff y
Snell, 1989, Brown et al., 1993, Brown
et al., 1993). Por otra parte, la fase de
crecimiento en la que se encuentre el
cultivo de microalgas también afecta su
composicion bioquimica (Whyte et al.,
1987, Huerlimann et al, 2010). En
organismos cultivados en sistemas tipo
batch, la composiciéon bioquimica a
menudo varia simultineamente con la
disminucién de nutrientes en el medio de
cultivo que se produce a lo largo del
crecimiento en densidad del cultivo
(Morris et al., 1983, Whyte et al., 1987).
Generalmente las proteinas disminuyen
su cantidad mientras que los lipidos y
carbohidratos aumentan cuando los
cultivos alcanzan la fase estacionaria de
crecimiento (Ogbonna y Tanaka, 1996,
Zhu et al., 1997).

Para bivalvos cultivados en condiciones
controladas, las microalgas son la
principal  fuente de micro vy
macronutrientes (Hoff'y Snell, 1989). Es
por ello que el conocimiento de la
composicion  bioquimica de las
microalgas usadas como alimento de los
cultivos target resulta esencial a la hora
de disefiar las dietas Optimas para cada
fase de los mismos (da Costa, 2009). Los
carbohidratos 'y los lipidos son
considerados esenciales en las dietas

(Enright et al., 1986), y entre los tltimos,

en particular los d4cidos  grasos
poliinsaturados (PUFA) (Helm et al.,
1973, Langdon y Waldock, 1981). Los
acidos grasos poliinsaturados (4cidos
grasos que contienen mas de una
insaturacion en su cadena
hidrocarbonada) pueden ser divididos en
dos “familias” dependiendo de Ia
posicion del primer doble enlace mas
cercano al fin de la cadena
hidrocarbonada: (n — 3) y (n — 6). Dado
que la mayoria de los bivalvos carecen
de la capacidad de sintetizar PUFA de
ambas familias a partir de precursores
saturados (Gatenby et al., 2003) el nivel
de estos componentes es determinado
principalmente por la ingesta a través de
la dieta. Los bivalvos necesitan altas
proporciones de  4cidos  grasos
poliinsaturados, tales como 20:5n-3c
(acido eicosapentandico, EPA) o 22:6n-
3¢ (4cido docosahexaendico, DHA), por
lo tanto especies de microalgas con alto
grado nutricional deben ser
incorporadas. En este sentido, las dietas
de microalgas que tienen bajas
proporciones del cociente
(SFA+MUFA)/PUFA y cociente (n -
3)/(n — 6) mayor que 2 son Optimas, por
ejemplo en el cultivo de larvas y
juveniles de ostras (Mitra et al., 2015).

Cuando se realiza el cultivo del ciclo de
vida completo de un molusco bivalvo, se

requieren  distintas  cantidades de
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alimento para cubrir las diferentes
necesidades acordes a cada estadio del
cultivo (Helm y Bourne, 2006, da Costa,
2009). Mientras que en proyectos a
escalas experimentales y piloto los
cultivos de larvas precisan mililitros de
microalgas, los tanques de reproductores
necesitan varios litros. Es por esta razon
que los cultivos de microalgas difieren
en escala dependiendo del estadio al que
se quiera alimentar: pequefia escala para
las larvas (menos de 5 1 diarios) y escala
masiva para los reproductores (mas de 50
|1 diarios). Por otra parte, los cultivos
masivos de microalgas son llevados a
cabo en laboratorios con condiciones
como la temperatura mucho més variable
(invernaderos) que aquellos que se
realizan a escala pequefia (laboratorios
con temperatura controlada). Por las
dimensiones de los cultivos masivos es
muy poco probable que sean realizados
en laboratorios bajo condiciones estables
de temperatura. Asimismo, dado que son
los grandes volumenes de agua los que
amortiguan las fluctuaciones térmicas de
los cultivos, no es posible desarrollar
cultivos a pequefia escala en
instalaciones tipo invernadero. Es por
esto que para poder determinar las
proporciones correctas de cada especie
de microalga en la dieta es necesario
conocer como varia la composicion

bioquimica y el perfil de acidos grasos

entre estos dos tipos de cultivos
experimentales.

El objetivo de este estudio es determinar
si la escala y la temperatura de cultivo
actuando en forma conjunta modifican la
composicion bioquimica y el perfil de
acidos grasos de tres especies de
microalgas usadas en la mayoria de los

criaderos de bivalvos.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo de las microalgas
Se realizaron cultivos monoespecificos
en sistemas tipo batch de tres especies de
microalgas: Isochrysis galbana (I1so0),
Tetraselmis sp. (Tetra), y Chaetoceros
sp. (Chaeto) (Isochrysis galbana Parke
LMPA 08 origen USA, Tetraselmis sp.
Stein LMPA 27 origen Alemania,
Chaeotoceros sp. Paulsen LMPA 18
origen Mar del Plata; Laboratorio de
Microalgas, Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud, Sede
Trelew, Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco). Para la
realizacion de los experimentos se utilizo
agua de mar filtrada a 1 micra mediante
sistema de filtrado con cartuchos de
espuma de polipropileno (10, 5y 1 micra
en forma consecutiva). La salinidad del
agua fue ajustada a 24 ppm y se fertilizd
con medio de cultivo F/2 de Guillard
utilizando 1 ml de fertilizante por cada

litro de agua de mar. En el caso
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especifico del cultivo de la diatomea
(Chaetoceros sp.) se agregdé 1 ml de
solucion de metasilicato de sodio
nonahidratado -Na2S103.9H20- por cada
litro de agua de mar (Guillard y Ryther,
1962). El fotoperiodo se fijé en 24:0 luz-
oscuridad.

Las microalgas fueron cultivadas bajo
dos condiciones que combinaban Ia
escala de produccion y la temperatura: 1)
pequetia escala y 24°C, y ii) escala
masiva y temperatura variable.

En el primer tratamiento las microalgas
fueron cultivadas en contenedores de 3 1
con 1 1 de agua de mar fertilizada a 24 +
1°C que de aqui en mas llamaremos
cultivos a escala pequefia (P). En el
segundo tratamiento las microalgas
fueron cultivadas en tanques de 140 1 con
100 1 de agua de mar fertilizada y sin
control térmico (la temperatura fluctuaba
en concordancia con la variacion térmica
de la sala de cultivo), de aqui en mas
cultivos a escala masiva (M). Cada
especie de microalga fue cultivada bajo
ambos tratamientos y en total fueron
llevados a cabo seis cultivos.

Las tasas de crecimiento de los cultivos
fueron estimadas mediante el calculo de
la densidad celular utilizando un
microscopio Optico y una camara de
Neubauer. Las microalgas fueron
cosechadas cuando alcanzaron la fase

estacionaria ~ del  crecimiento y

concentradas utilizando una centrifuga
de temperatura controlada Sorvall RC5C
a una temperatura de entre 15 y 20°C.
Mientras que Iso y Chaeto fueron
centrifugadas a una velocidad de 7000
RPM, Tetra se centrifugé a 5000 RPM ya
que por su mayor tamafio requeria menor
velocidad para su precipitacion. A pesar
de que Iso y Tetra eran plausibles de ser
concentradas  mediante  floculacion
usando hidréxido de sodio para aumentar
el pH del medio de cultivo, este método
fue descartado debido a que el mismo
interferiria con la posterior extraccion de
lipidos y produciria modificaciones en el
perfil de acidos grasos (Borges et al.,
2016).

Debido a que diversos estudios no han
podido detectar diferencias en la
composicion bioquimica y el perfil de
acidos grasos entre métodos de secado de
las microalgas (Ryckebosch et al., 2011,
Stramarkou et al., 2017) y dependiendo
de la disponibilidad del equipamiento
necesario, los  concentrados de
microalgas fueron secados utilizando
dos métodos distintos. Algunas de las
muestras fueron colocadas en tubos
falcon, congeladas en un ultrafreezer a -
80°C y luego secadas en liofilizador, y
otras fueron colocadas en estufa a 60°C.
Ambos conjuntos de muestras fueron
mismas

removidas cuando las

alcanzaron peso constante. Luego cada
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muestra fue molida utilizando un

mortero de porcelana.

Andlisis bioquimicos

Tres muestras secas de cada
combinacion de  especie-tratamiento
fueron analizadas para determinar la
composicion bioquimica y el contenido
de cenizas de las mismas. Los resultados
fueron expresados como la media (+ DE)
de peso de porcentaje de tejido seco.
Andlisis de lipidos totales

Los lipidos totales fueron determinados
utilizando el método colorimétrico de
Zollner y Kirsch (1962) utilizando el
reactivo vainillin- acido fosfoérico- 4cido
sulfurico y colesterol como estandar.

Se pesaron 10 mg de muestra seca y se
hirvi6 durante 10 minutos en acido
sulftrico concentrado. Luego de enfriada
a temperatura ambiente, 50 pL de la
solucion recibié 1 ml de reactivo de color
(conteniendo 11,9 molL"! de 4cido
fosforico y 8 mmolL™! de vanillin). La
absorbancia fue medida a 530 nm.
Andlisis de proteinas

El contenido de proteina soluble fue
medido siguiendo la metodologia
descrita en Lowry et al. (1951) usando
serum de albumina bovina como
estandar. Se pesaron 10 mg de muestra
seca que fue Iluego digerida con
hidréxido de sodio 1 N durante 24 horas

a temperatura ambiente. Luego una

alicuota del extracto de muestra digerida
fue reaccionado con una solucion de
cobre alcalino (reactivo cobre- tartarico
que contenia CuSOs, tartrato de sodio y
potasio y Na2COs3) seguido por la adicion
de Folin-Ciolcateu diluida (1:1 v/v) y la
absorbancia fue medida a 750 nm.
Analisis de carbohidratos

El contenido de carbohidratos fue
determinado siguiendo la metodologia
de colorimetria descripta en Dubois et al.
(1956). Las muestras fueron procesadas
con 4cido tricloroacético al 5% vy
agregado al fenol al 5% y a una alicuota
de acido sulftrico concentrado. Como
estandar fue wusado glicogeno y la
absorbancia fue medida a 490 nm.
Cuantificacion de cenizas

La cantidad de cenizas para cada muestra
seca fue determinada por combustion
durante 5 horas a 550°C en un horno de
mufla (AOAC, 2005).

Analisis de acidos grasos

Los acidos grasos fueron determinados
por cromatografia gaseosa-liquida en un
cromatografo gaseoso con detector de
espectrometria de masas (Thermo
Scientific FOCUS/ISQ). Los metil-
¢ésteres fueron preparados usando el
método de transesterificacion directa
(Lepage y Roy, 1986). El cromatografo
gaseoso fue calibrado usando una mezcla
de estandares de 4cidos grasos. Se aplico

un factor de correccion para compensar
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la baja respuesta del detector de
ionizacion a los acidos  grasos
insaturados relativa a los pesos
correspondientes de los 4cidos grasos

saturados.

Andlisis estadisticos

Composicion bioquimica y contenido de
cenizas

Las diferencias entre tratamientos para
cada componente (lipidos, proteinas y
carbohidratos) fueron probadas
estadisticamente con Kruskal-Wallis.
Las comparaciones de a pares fueron
hechas usando el test de Dunn. Se aplico
el test de Wilcox para cada componente
y especie con el fin de detectar
diferencias entre tratamientos.

Acidos grasos

Los acidos grasos fueron agrupados por
su grado de saturaciébn para poder
realizar un andlisis relativo de los
porcentajes de acidos grasos saturados
(SFA), acidos grasos monoinsaturados
(MFA) 'y los 4cidos  grasos
poliinsaturados (PUFA,
familias (n — 3) y (n — 6)). Las

esenciales

comparaciones entre cada compuesto

para cada combinacion  especie-
tratamiento fue llevado a cabo con un
test de Kruskal-Wallis. Las diferencias
para cada agrupacion de acidos grasos y
los cocientes (SFA+MFA)/PUFA y (n —
3)/(n — 6) entre tratamientos fueron
testeados con el test de Wilcox. Ademas
se realizo un test de PERMANOVA y un
andlisis SIMPER para todos los datos y
cada especie entre tratamientos usando el
programa PRIMER (Clarke y Gorley,
2001). Todos los wvalores fueron

transformados usando la raiz cuarta.

RESULTADOS

Condiciones de cultivo de las microalgas
Mientras que en los cultivos a escala
pequenia (P) los tratamientos fueron
realizados en una sala con temperatura
controlada de 24 + 1°C, en los cultivos a
escala masiva (M) la temperatura del
cultivo fluctué entre 7,9°C a 30,6°C:
medida y registrada en forma horaria
mediante un datalogger. En este ultimo
tratamiento la temperatura media fue de

15,8°C con fluctuaciones diarias (Figura

1.

101



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 94-114. Composicion bioquimica en microalgas
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Figura 1. Fluctuacién térmica en los cultivos a escala masiva (M). En el eje de las abscisas se grafica el
tiempo en dias (sefialando las distintas fases del crecimiento) y en el eje de las ordenadas la temperatura

registrada en grados centigrados.

Figure 1. Thermal fluctuation in massive scale cultures (M). On abscissa axis, time is plotted in days
(indicating the different stages of growth) and ordinates axis indicate temperature recorded in degrees

centigrade.

Composicion bioquimica y contenido de
cenizas

Todas las especies de microalgas
presentaron como principal componente
las proteinas solubles. Iso y Chaeto
presentaron mas de 10% de lipidos
solubles. Mientras que los cultivos a
pequena escala de Iso contuvieron mas
lipidos que los de escala masiva, en
Chaeto sucedio lo opuesto. Tetra fue la
especie que mostrd los menores niveles

de lipidos y Chaeto fue la especie con los

valores mas bajos para carbohidratos de
las tres analizadas. Con respecto al
contenido de cenizas, Chacto fue la
especie con mayor contenido, seguida
por Iso y Tetra. Chaeto e Iso mostraron
los mayores valores en contenido de
cenizas en los cultivos a pequefia escala
mientras que en Tetra se observd lo
opuesto. La composicion bioquimica y el
contenido de cenizas para cada
combinacion de especie-tratamiento son

presentados en la tabla 1.
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Tabla 1. Analisis quimico proximal (% peso seco) de las tres especies de microalgas cultivadas bajo dos
condiciones diferentes: escala pequefia a 24+1°C (P) y escala masiva con temperatura variable (M) (media
+ DE, n=3). CH = carbohidratos. DE = desvio estandar.
Table 1. Proximate chemical analysis (% dry weight) of the three microalgae species cultured under two
different conditions: low scale at 24 £ 1°C (P) and massive scale with variable temperature (M) (mean +
SD, n=3). CH = carbohydrate. SD = Standard deviation.

Especie Tratamiento Abreviatura Lipidos Proteinas CH Cenizas
(%) (%) (%) (%)
Isochrysis  Escala Iso (P) 1516+ 44.12+ 1595+ 3569+
galbana (Iso) pequena 0.75 2.00 0.51 1.10
Escala Iso (M) 1037+ 43.64+ 14.13+ 2317+
masiva 1.48 1.70 0.62 1.50
Chaetoceros Escala Chaeto (P) 12.14+ 5537+ 485+ 40.69+
sp. (Chaeto) pequena 1.29 5.48 0.60 1.44
Escala Chaeto (M) 18.62+ 3195+ 696+ 36.46=+
masiva 2.00 1.94 0.58 0.19
Tetraselmis Escala Tetra (P) 920+ 3817+ 2253+ 17.11+
sp. (Tetra)  pequeia 2.50 7.17 0.87 1.79
Escala Tetra (M) 521+ 3853+ 1465+ 19.70+
masiva 2.03 1.25 7.07 0.53

Isochrysis galbana cultivada bajo dos
tratamientos

En ambos tratamientos las proteinas
fueron el compuesto mas abundante
(44,12% en pequena escala y 43,64% en
escala masiva) con significativamente
mayores cantidades que carbohidratos
(15,95% en pequena escala y 14,13% en
escala masiva) y lipidos (15,16% en
escala pequefia y 10,37% en escala
masiva), Kruskal-Wallis, test de Dunn
(a=0,05). Mientras que en el tratamiento
a escala pequefia los lipidos y los

carbohidratos no presentaron diferencias

significativas porcentuales entre si, las
proteinas si diferian en porcentajes con
aquellos dos. En el tratamiento a escala
todos  los

masiva componentes

presentaron diferencias significativas
entre si (Figura 2). Ninguno de los
compuestos  mostraron  diferencias
significativas entre tratamientos (test de
Wilcox,lipidos p=0,1, proteinas p=0,7 y
carbohidratos p=0,1), y los porcentajes
de cenizas fueron similares entre
tratamientos no observandose tampoco

diferencias significativas (test de Wilcox

p=0,1).
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Figura 2. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Isochrysis galbana. Media y desvio estandar para
cada componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequeila escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 2. Isochrysis galbana biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Chaetoceros sp. cultivada bajo dos
tratamientos

En ambos tratamientos Chaetoceros sp.
presentd en orden decreciente de
porcentajes:  proteinas, lipidos vy
carbohidratos (todos los componentes
presentaron diferencias significativas
entre cllos Kruskal-Wallis, test de Dunn,
a=0,05) (Figura 3). Los cultivos a
pequeila escala presentaron un mayor
porcentaje de proteinas (55,37%), y en
un menor porcentaje lipidos (12,14%) y

carbohidratos (4,85%). Por otra parte, los

cultivos a escala masiva presentaron un

porcentaje menor de proteinas (31,95%)
y un mayor porcentaje de lipidos
(18,62%) que el primer tratamiento, y
porcentajes similares de carbohidratos
(6,96%). A pesar de las variaciones
observadas entre componentes en cada
tratamiento, no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para
cada componente en particular (test de
Wilcox p=0,1 para todos los analisis), y
el contenido de cenizas tampoco
presentd diferencias entre tratamientos

(test de Wilcox p=0,1).
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Figura 3. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Chaetoceros sp. Media y desvio estandar para cada
componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequeila escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 3. Chaetoceros sp. biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Tetraselmis sp. cultivada bajo dos
tratamientos

Ambos tratamientos mostraron
diferencias significativas entre los
distintos componentes (Kruskal-Wallis,
test de Dunn, 0=0,05), y presentaron en
orden decreciente de porcentajes:

proteinas (38,17% en escala pequefia y

38,53% en escala masiva), carbohidratos

(22,53% en escala pequefia y 14,65% en
escala masiva) y lipidos (9,20% en
pequenia escala y 5,21% en escala
masiva) (Figura 4). Ni los distintos
componentes (test de Wilcox p>0,05
para todos ellos) ni el contenido de
cenizas (test de Wilcox p=0,1)
diferencias entre

presentaron

tratamientos.
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Figura 4. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Tetraselmis sp. Media y desvio estandar para cada
componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequefia escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 4. Tetraselmis sp. biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Acidos grasos

Los 4cidos grasos (FA) detectados
presentaron entre 14 y 24 carbonos en su
cadena (Tabla 2). El é&cido graso
predominante, extraible por solvente, fue
el 4cido oléico C18:1n-9¢c (11,56% a
26,66%), excepto en Chaeto el cual
presentd grandes proporciones de acido
palmitoléico Cl16:1n-7c (24,92% en
promedio entre los dos tratamientos) y
bajas proporciones de acido oléico
(menos de 1,31%). El segundo en
abundancia fue el acido

eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3c)

(13,67% a 23,11%) excepto en Chaeto
(menos del 3,11%). El 4cido palmitico
(C16:0) se hall6 en grandes proporciones
en todas las especies analizadas (9,96%
a 18,33%). El acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6 n-3c¢) se encontr6 en forma
abundante en Iso (en ambos
tratamientos) y en bajas proporciones en
Chaeto y Tetra (4,62% y 0,12% en
promedio respectivamente). El cultivo
de Iso a escala masiva presentd 22:5n-6¢
(7,04%), C16:2n-6¢ (3,79%) y 16:3n-3c
(3,36%) mientras que ni en [so a pequefia

escala ni en las dos restantes especies
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fueron detectados. C20:1n-9¢ no se
detectd6 en Chaeto (en ninguno de los
tratamientos) pero si se detecto en las dos
restantes especies (8,66% en Tetra y
0,29% en Iso en promedio entre ambos
tratamientos). C16:4n-3c fue detectable
solo en Tetra a escala masiva y C20:4n-
3¢ solo en el cultivo a baja escala de Iso.
Chaeto fue la especie que mostrd
mayores  porcentajes de  acido
araquidonico (ARA; C20:4n-6¢) (6,90%
y 3,41% en pequena escala y escala
masiva respectivamente). Mientras que
los acidos y-linoléico (GLA; C18:3n-6¢)
y el linol¢ico (LA; C18:2n-6¢) fueron
detectables en ambas escalas de cultivo
de Chaeto, C18:3n-6¢ en las restantes
dos especies solo se encontrd en la escala
masiva y CI18:2n-6¢c so6lo en Tetra
cultivada a escala masiva pero en muy
bajo porcentaje (0,6%).

Ninguna de las agrupaciones por grado
de saturacion de acidos grasos mostrd
diferencias entre tratamientos en
ninguna de las especies (Kruskal-Wallis,
test de Dunn, 0=0,05). La agrupacion de
acidos grasos que presentd menos
diferencias entre tratamientos fue (n — 3)

(Kruskal-Wallis, test de Dunn, p=0,7

para todas las especies). Tetra fue la
especie que presentd menos diferencias
para cada agrupacion de acidos grasos
entre tratamientos (Kruskal-Wallis, test
de Dunn, p=0,7 para SFA, MFA y n -3
y p=0,4 paran — 6).

Ninguno de los cocientes analizados
(SFA+MUFA)/PUFA y (n — 3)/(n — 6),
presentaron diferencias entre
tratamientos (test de Wilcox, p=0,1 para
todos ellos).

Todas las especies mostraron diferencias
en la composicion de 4cidos grasos
analizados en forma agrupada por grado
de saturacion (PERMANOVA,
p=0,0001). Las diferencias entre
tratamientos para cada especie fue no
significativa (PERMANOVA,
p=0,1023; p=0,0999 y p=0,1041 para
Iso, Chaeto y Tetra respectivamente).
Cada especie presentd altos porcentajes
de similitud entre si (SIMPER, 86,73%;
93,82% y 88,32% para Iso, Chaeto y
Tetra respectivamente). Asimismo cada
especie mostrd bajos porcentajes de
disimilitud entre tratamientos (SIMPER,
21,13% Iso; 8,69% Chaeto y 17,26%
Tetra).
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos para Isochrysis galbana (Iso), Chaetoceros sp. (Chaeto) y
Tetraselmis sp. (Tetra) cultivadas bajo dos diferentes condiciones: escala pequeiia a 24+1°C (P) y escala
masiva con temperatura variable (M) (valores medios expresados como porcentaje del peso seco en gr,
n=3).

Table 2. Fatty acid composition for Isochrysis galbana (Iso), Chaetoceros sp. (Chaeto) and Tetraselmis sp.
(Tetra) cultured under two rearing conditions: low scale at 24 + 1°C (P) and massive scale with variable
temperature (M) (mean values expressed as percentages of dry weight in gr, n=3).

Acidos grasos Iso (P) Chaeto Tetra Iso (M) Chaeto  Tetra

(%) P P ™M) M)
Saturados (SFA)
C14:0 7.82 8.64 2.23 6.34 8.79 5.03
Cl15:0 1.30 1.99 2.62 1.15 2.49 1.65
Cl16:0 10.12 10.21 18.33 9.96 15.16 16.53
Cl17:0 0.48 0.46 0.84 0.42 0.40 0.63
C18:0 1.06 5.05 1.85 0.69 2.66 1.42
C20:0 0.45 0.56 0.10 1.28 0.58 0.07
C22:0 1.89 1.69 0.05 0.32 1.01 0.07
C23:0 0.33 0.06 0.01 0.18 0.00 0.03
C24:0 0.02 2.76 0.36 0.08 0.94 0.32
Total SFA 23.48 31.42 26.38 20.42 32.02 25.74
Monoinsaturados
(MUFA)
Cl4:1n-5¢ 0.00 0.09 0.16 0.04 1.24 0.77
Cl15:1n-5¢ 0.02 0.21 0.02 0.01 0.26 0.03
Cl6:1n-7¢ 4.61 23.09 4.21 4.48 26.76 14.27
Cl17:1n-7c¢ 1.16 0.13 0.31 0.50 0.39 0.25
Cl18:1n-9c¢ 21.59 0.71 26.66 11.56 1.31 17.92
C18:1n-9t 1.33 2.26 3.73 2.52 2.54 3.54
C20:1n-9c¢ 0.32 0.00 941 0.26 0.00 7.92
C22:1n-9c¢ 1.76 0.07 0.09 0.80 0.07 0.06
C24:1n-9c¢ 0.06 0.16 0.01 0.05 0.16 0.01
Total MFA 30.85 26.74 44.59 20.22 32.74 44.77
Poliinsaturados
(PUFA)
(n—-3)
Cl16:4n-3c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.88
C16:3n-3c 0.00 0.00 0.00 3.36 0.00 0.00
C18:4n-3c¢ 0.00 0.08 4.97 4.45 0.60 0.72
C20:4n-3c 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C20:5n-3c¢ 3.11 23.11 20.92 2.37 22.76 13.67
C22:6n-3c¢ 41.19 4.99 0.18 32.89 4.26 0.06
Total (n — 3) 44.35 28.17 26.07 43.06 27.62 27.32
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(n—6)

C16:2n-6¢ 0.00 0.00
C18:3n-6¢ 0.00 5.35
C18:2n-6¢ 0.00 1.04
C20:4n-6¢ 0.47 6.90
C20:3n-6¢ 0.42 0.36
C20:2n-6¢ 0.32 0.00
C22:5n-6¢ 0.00 0.00
C22:2n-6¢ 0.12 0.00
Total (n — 6) 1.32 13.66
(SFA+MFA)/

PUFA 1.19 1.39
(n-3)/(n-6) 33.66 2.06

DISCUSION

La alimentacion de los bivalvos criados
en condiciones de cultivo requiere de las
cantidades apropiadas de alimento con
las  adecuadas  proporciones  de
componentes quimicos para satisfacer
sus requerimientos alimenticios. Para
alcanzar los requerimientos nutricionales
optimos es necesaria la eleccion
cuidadosa de la combinacion de especies
de microalgas teniendo en cuenta las
condiciones en que estas han sido
cultivadas. Las especies de microalgas
analizadas en este experimento son
frecuentemente utilizadas para alimentar
organismos marinos en condiciones de
cultivo. Estas especies de microalgas
cumplen los requerimientos necesarios
para ser cultivadas como alimento en
criaderos de bivalvos desde la escala

experimental hasta la produccion a

0.00 3.79 0.00 0.00
0.00 4.60 2.72 0.06
0.00 0.00 1.20 0.59
1.97 0.41 3.41 1.24
0.98 0.10 0.25 0.21
0.00 0.28 0.00 0.07
0.00 7.04 0.00 0.00
0.01 0.08 0.04 0.00
2.95 16.30 7.62 2.17

2.45 0.68 1.84 2.39

8.84 2.64 3.63 12.60

escala comercial (Helm y Bourne, 2006,
da Costa, 2009).

Cuando los cultivos de microalgas
monoespecificos y axénicos son llevados
a cabo para alimentar diferentes cultivos
experimentales, a menudo la produccion
de las distintas escalas se desarrolla en
salas diferentes. Las diferentes escalas de
produccion  poseen  caracteristicas
distintivas: usualmente las producciones
a pequefia escala se realizan en salas con
temperatura controlada mientras que la
escala de produccion masiva se realiza
en invernaderos (de mayor tamafio que
los laboratorios de  temperatura
controlada) con temperatura mas
variable. Considerando que bajo
condiciones no  controladas  de
temperatura solo los cultivos masivos de
microalgas pueden ser llevados a cabo
debido a su capacidad de amortizar las

fluctuaciones térmicas, debe ser tenido
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en cuenta también que otros efectos
ademds del térmico pueden estar
actuando. Por ejemplo, la escala como
tratamiento puede estar enmascarando la
irradiancia que cada microalga recibe
(efecto sombra) y es necesario tener en
cuenta que la irradiancia es un factor
determinante en la  composicion
bioquimica de las microalgas (Sukenik y
Wahnon, 1991, Carvalho et al., 2009).
Asimismo, mas frecuentemente de lo
deseado sucede que los cultivos de
microalgas se contaminan, ya sea con
otras especies de microalgas, por
bacterias o por otros organismos. Dado
que las distintas escalas de cultivo se
realizan en salas separadas es poco
probable que ambas escalas de
produccion se contaminen al mismo
tiempo. Cuando los cultivos se
contaminan es necesario usar la otra
escala de produccién de microalgas para
continuar alimentando los organismos de
la experiencia. Es por esto que en
cultivos experimentales la informacion
acerca de la composicion bioquimica y
sus modificaciones relacionadas con las
condiciones de cultivo en las que se
desarrollen resulta vital en Ia
experimentacion en criadero (Volkman
etal., 1989).

Nuestros resultados muestran que las
diferentes condiciones de cultivo, como

la escala y las fluctuaciones térmicas, no

modifican significativamente la
composicion bioquimica de estas tres
especies de microalgas en las diferentes
experiencias realizadas en condiciones
de laboratorio. De acuerdo con Brown ef
al. (1997) y Renaud et al. (1999), los
lipidos y las proteinas siguen los mismos
patrones de abundancia que nuestros
experimentos a pequefia escala en
términos de las especies analizadas. Sin
embargo, los cultivos a escala masiva no
presentaron el mismo patréon reportado
por los autores antes mencionados. En
cuanto a los carbohidratos, ambos
tratamientos presentaron abundancias
consistentes con lo reportado por Brown
et al. (1997), pero es diferente a lo
reportado por Renaud et al. (1999) para
las mismas especies. Debido a que las
diferencias en los distintos compuestos
analizados en nuestros experimentos
(lipidos, proteinas, carbohidratos y
cenizas) fueron estadisticamente no
significativas para todas las especies
entre tratamientos, se puede pensar que
el disefio de una dieta basada en la
composicion bioquimica de microalgas
es dependiente de la especie, entre otras
cosas, y es independiente de la escala y
la estabilidad de la temperatura de
cultivo.

Como con la composicioén bioquimica, el
perfil de 4cidos grasos (cuando estos se

encuentran agrupados considerando el
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grado de saturacion y se tiene en cuenta
si pertenecen a la familia (n — 3) o (n —
6)) de las tres especies de microalgas
analizadas no presenta deferencias
significativas entre tratamientos (escala
y estabilidad térmica en forma conjunta).
Ademas ambos cocientes analizados -
(SFA+MFA)/PUFA y (n —3)/(n — 6)- no
difieren estadisticamente entre
tratamientos. Valores bajos del cociente
(SFA+MFA) /PUFA y mayores que dos
del cociente (n — 3)/(n — 6) son dptimos
para la alimentacion de larvas de
bivalvos como por ejemplo ostras (Mitra
etal.,2015), por lo que todas las especies
y todos los tratamientos estudiados son
potencialmente  buenos para  ser
utilizados como alimento de bivalvos.
Sin embargo, el perfil de acidos grasos
mostro diferencias en las cantidades para
cada agrupacion de acidos grasos por
grado de saturacion para cada especie-
tratamiento analizado. Por otra parte, se
observan sutiles diferencias entre
tratamientos en dos de los mas
importantes 4cidos grasos esenciales
(EPA y DHA). Mientras que EPA
permanece  practicamente  constante
entre tratamientos en [. galbana 'y
Chaetoceros sp., decrece su porcentaje
en la escala masiva de Tetraselmis sp.
Mas atn, los niveles de DHA son
elevados en I. galbana pero la escala

masiva tiene menores porcentajes que la

escala pequefia. Algunos acidos grasos
son considerados esenciales debido a que
los organismos marinos parecen tener
limitaciones para sintetizar PUFA a
partir de 4cidos grasos menos
insaturados como precursores como el
acido linol¢ico (Kanazawa et al., 1979),
y aln sin tener un absoluto requerimiento
dietario estricto, los mismos aumentan
las tasas de crecimiento y la
supervivencia larval cuando son
incluidos en la dieta (Rodgers y Barlow,
1987). Es por esto que las sutiles
diferencias en los contenidos de acidos
grasos considerados esenciales deben ser
consideradas a la hora de determinar las
dietas Optimas para cada estadio del

cultivo de los bivalvos.

CONCLUSIONES

La composicion bioquimica de cada
especie de microalga no cambia en forma
significativa con las dos condiciones de
cultivo probadas. Los perfiles de acidos
grasos presentan sutiles pero evidentes
diferencias entre si, especialmente en
aquellos 4cidos grasos considerados
esenciales. Con la informacion obtenida
se pueden disefiar las dietas mas
apropiadas para cada estadio del cultivo

en moluscos bivalvos.
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RESUMEN
El extracto etandlico de las hojas de Chuquiraga aurea se particiond con benceno,
cloroformo, éter etilico y acetato de etilo. El extracto crudo y sus fracciones se
analizaron mediante reacciones de identificacion de grupos quimicos, cromatografia y
espectrofotometria. La actividad biolégica se estudido utilizando la prueba de
citotoxicidad de la Artemia salina, el ensayo de inhibicion del desarrollo radicular de
trigo, el ensayo del Metil Green-ADN, la actividad antibacteriana y la antioxidante.
Los principales metabolitos detectados fueron flavonoides, taninos, hidratos de carbono,
triterpenos y esteroides. El extracto y sus fracciones fueron citotoxicos contra Artemia
salina (CLso < 1000 pg/ml). El ensayo de inhibicion del desarrollo radicular de trigo,
que supone una actividad antitumoral, mostré una inhibicion del 30 %. Se detect6 la
posible presencia de metabolitos que se intercalan con el material genético desplazando
el MG-ADN. La capacidad antioxidante fue importante en la fraccion acuosa final, con
una inhibicion del 57,8 % del DPPH y una SCso= 117,6 pg/ml. Los resultados obtenidos
constituyen una contribucién novedosa al conocimiento de la especie y guardan relacion
con los usos en la medicina tradicional Tehuelche.
PALABRAS CLAVES: Chuquiraga aurea; Artemia salina; Citotoxicidad; Metil
Green-ADN.

ABSTRACT
The ethanolic extract of the leaves of the Chuquiraga aurea was partitioned with

benzene, chloroform, ethyl ether and ethyl acetate. The crude ethanolic extract and all
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the fractions were phytochemically screened. Biological activity was assayed by using
the Artemia salina cytotoxicity test, by studying the inhibitory effect on root elongation,
the DNA-Methyl Green assay, antibacterial activity and antioxidant activity.
Flavonoids, tannins, carbohydrates and terpenes were the principal metabolites detected.
Extract and their fractions were cytotoxic against Artemia salina (LCso < 1000 pg/ml).
Inhibition test of wheat root development, which presumes antitumor activity, showed
30 % inhibition. Were detected the presence of components that are interspersed with
the genetic material by moving the DNA-MG. Antioxidant capacity was important in
aqueous fraction final, it showed 57.8 % inhibition of DPPH and a SCso= 117.6 pg/ml.
The results achieved constitute a novel contribution to the knowledge of the species and
are related to the uses in traditional Tehuelche medicine.

KEY WORDS: Chuquiraga aurea; Brine shrimp; Cytotoxicity; DNA-Methyl green.

INTRODUCCION

Las plantas usadas en la medicina
tradicional constituyen una importante
fuente de recursos para la obtencion de
nuevos compuestos  biologicamente
activos.

La biodiversidad vegetal de 1la
Patagonia Argentina estd representada
por mas de 2300 especies; sin embargo
aun son escasas las que han sido objeto
de estudios cientificos integrales
incluyendo composiciéon quimica 'y
bioactividad. En las Asteraceae, la
subfamilia Barnadesioideae (Benth. &
Hook. f.) K. Bremer & R.K. Jansen,
comprende mas de 90 especies
distribuidas en 9 géneros en América
del Sur (Ccana-Ccapatinta et al., 2017).

Uno de los géneros representantes de

esta subfamilia en el Distrito Golfo San
Jorge de esta region, es Chuquiraga.
Chuquiraga es un género
austroamericano cuyas especies son en
su mayoria arbustos xeromorfos
especialmente adaptados a ambientes de
déficit hidrico, siendo dominantes en
muchas comunidades de las zonas
aridas de América del Sur en donde
habitan 25 especies (Ezcurra, 1985;
Hoeneisen et al., 2000).

Chuquiraga aurea Skottsb. es un
arbusto de bajo porte y flores amarillas;
se la conoce con diversos nombres
comunes, destacandose chuquiraga
dorada, flor dorada, ufa de gato,
colchon de suegra. En la Patagonia
Argentina se distribuye en las
provincias de Rio Negro, Chubut y
Norte y centro de Santa Cruz. Vegeta en
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suelo generalmente arenoso, formando
cojines chatos a hemisféricos, a veces
fijando  monticulos sometidos a
voladuras 0 cubriendo suelos
erosionados, aunque su presencia es
caracteristica en bajos y cafadones
(Ezcurra, 1985).

Con respecto a los constituyentes
quimicos, se han aislado triterpenos de
Chuquiraga atacamensis y C. ulicina
(Hoeneisen et al., 2000), y fenoles,
destacandose los flavonoides de C.
spinosa (Arroyo-Acevedo et al., 2017).
Mendiondo et al. (1997) describieron
que este Geénero presenta un patrén
simple de  flavonoides.  Ccana-
Ccapatinta et al. (2017) mencionan
estudios preliminares acerca de la
presencia de acetofenonas y saponinas
en C. spinosa. Asi mismo, para esta
ultima especie se ha informado también
la presencia de alcaloides aunque los
estudios son aun preliminares (Arroyo-
Acevedo et al., 2017).

Algunas especies de Chuquiraga son
ornamentales, pero la mayoria han sido
utilizadas por distintas culturas étnicas
por sus propiedades medicinales. A C.
jussieui se le atribuyeron propiedades
tonicas, reconstituyentes, diuréticas, y
comparables a la quina (Cinchona sp)

para tratamientos contra la malaria

(Ccana-Ccapatinta et al., 2017). C.

avellanedae  se  utilizaba  para
gargarismos en casos de irritaciones de
1985; Ccana-

Ccapatinta et al., 2017). A C. spinosa

garganta  (Ezcurra,

ademas de ser considerada diurética, se
le atribuyeron propiedades
antiinflamatorias 'y  antimicrobianas
(Casado et al., 2011). C. lessing se
describe como antiinflamatoria,
analgésica, diurética, para el tratamiento
de enfermedades prostaticas y en cancer
genitourinario (Ramirez et al., 2014).
Las hojas de C. erinaceae (especie
sindbnimo de C. aurea, TROPICOS
database) eran masticadas por los
tehuelches como excitantes. Para C.
aurea se ha mencionado su importancia
como tonico, diurético, antimalarico,
reconstituyente.

Teniendo en cuenta los antecedentes
senalados, como parte de Ia
investigacion integral farmacognostica
de especies vegetales nativas de Ia
Patagonia Argentina descriptas en la
medicina tradicional, en este trabajo se
analiz6 la composicion quimica de las
hojas y se efectuaron los primeros

estudios de actividad biologica in vitro

de Chuquiraga aurea.
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MATERIALES Y METODOS
Coleccion del material vegetal

Las hojas de Chuquiraga aurea Skottsb.
(Asteraceae) fueron colectadas en la
zona de Comodoro Rivadavia, provincia
de Chubut, Argentina, en el periodo
estival. El material fue secado a
temperatura ambiente y bajo techo;
seleccionado y clasificado, reducido a
polvo en un molinillo de paletas
provisto de un tamiz de malla 20 y
pesado. La planta fue identificada y
clasificada taxondmicamente; un
ejemplar fue depositado en el Herbario
Regional Patagénico bajo el codigo
HRP N° 5796 (Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de la Patagonia

San Juan Bosco).

Preparacion de los extractos 'y
caracterizacion de constituyentes

Las hojas secas reducidas a polvo
fueron sometidas a una extraccion
exhaustiva y consecutiva con etanol

acuoso al 85 y al 50 %. A continuacion,

el extracto crudo se fraccioné por
particion con solventes de polaridad
creciente (benceno, cloroformo, éter
etilico y acetato de etilo) (Figura 1). La
identificacion de los grupos quimicos
principales en el extracto y sus
fracciones, se realizd0 mediante el
empleo de reacciones cualitativas
usuales (Rondina y Coussio, 1969;
Harborne, 1991).

El extracto y sus fracciones fueron
analizadas también mediante
cromatografia planar sobre papel
Whatman N° 1 empleando como fases
moéviles BAW (n-butanol-acido acético-
agua, 3:1:1) y acido acético al 15 %.
Los principales productos evidenciados
se obtuvieron mediante cromatografia
preparativa empleando papel Whatman
N° 3 MN y BAW como fase movil. A
continuacion fueron analizados
mediante espectrofotometria obteniendo
los correspondientes espectros de
absorcion al UV-Vis. Los resultados se

compararon con estdndares y con

bibliografia (Mabry et al., 1970).
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hojas secas y molidas

MeQH-H20, 85y 50 %,
24 h, temp. amb.

Eb

benceno

cloroformo

&ter etilico

acetato de etilo

E4

ES

Figura 1. Extraccion de las hojas de Chuquiraga aurea (Asteraceae). R: residuo o marco; Eb: etanol
(crudo); E1: benceno; E2: cloroformo; E3: éter etilico; E4: acetato de etilo; ES: fraccion acuosa final.
Figure 1. Extraction of the leaves of Chuquiraga aurea (Asteraceae). R: residue or marc; Eb: ethanol
(crude); E1: benzene; E2: chloroform; E3: ethyl ether; E4: ethyl acetate; ES: final aqueous fraction.

Estudios de actividad biologica
1. Bioensayo de citotoxicidad de la
Artemia salina.

Se utilizd el test descripto por
McLaughlin et al. (1993). Los huevos
de Artemia salina se incubaron en agua
de mar artificial (3,8 g de sal marina por
cada 100 ml de agua destilada) a
temperatura ambiente, en presencia de
luz artificial. Luego de 48 h, los
nauplios fueron colocados (10 por tubo)
en diluciones de 10, 100 y 1000 pg/ml
de cada muestra a ensayar (por
triplicado) y mantenidos durante 24 h en
idénticas condiciones. Al cabo de este
contaron los

tiempo se nauplios

sobrevivientes y se determind la DLso

mediante el programa propuesto por
Finney (1978).

2. Determinacion de la actividad
antitumoral.

Se utilizo el ensayo de inhibicion de la
elongacion de las raices de trigo
empleando semillas de Triticum sativum
var. Klein pegaso (Desmarchelier et al.,
1995).

3. Ensayo del Metil Green-ADN.

Se empled la técnica descripta por

(1992).

extractos se analizaron mediante el

Burress et al. Todos los
ensayo de intercalacion en el ADN en
concentraciones finales de 1000, 100 y
10 pg/ml en etanol absoluto. Para tal fin
se suspendieron 20 mg de MG-ADN en
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100 ml de Tris-HCI 0,05 M, pH= 7,5,
conteniendo 7,5 mM de sulfato de
magnesio, y se agitoé a 37 °C durante 24
h. A continuacioén se agregaron 400 pl
del  reactivo MG-ADN. Como
compuesto de referencia, se utilizo
clorhidrato de doxorrubicina.

4. Actividad antibacteriana.

Para el estudio se prepararon soluciones
de cada extracto de concentracion final
de 250 pg/ml, utilizando como solvente
etanol al 70 %. Las cepas utilizadas

fueron:  Pseudomonas  aeruginosa

(ATCC 27853), Enterococcus faecalis
(ATCC  29212),  Sthaphylococcus
aureus (ATCC 29213) y Escherichia
coli (ATCC 25922). Se empled el
medio de cultivo Antibiotico N° 1,
como control negativo etanol al 70 % y
como control positivo estreptomicina
con una concentracion de 10 mg/ml. El
método usado fue el de difusion en agar
(Martinez et al., 1997).

5. Determinacion de  actividad
antioxidante.

Se utilizé el método de inhibicion del

DPPH (radical 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo), descrito por Koleva et
al. (2002), y se determind la SCso
utilizando la técnica propuesta por Choi
et al. (2002), la cual determina la
concentracion de muestra necesaria para
atrapar el 50 % de los radicales libres

del DPPH.

RESULTADOS Y DISCUSION

A fin de determinar los principales
grupos de metabolitos presentes en las
hojas de Chuquiraga aurea, se realizd
un screening quimico cualitativo. La
Tabla 1 presenta los resultados
obtenidos.

El screening evidencio
fundamentalmente la presencia de
flavonoides, taninos, hidratos de
carbono, triterpenos y esteroides. Otros
autores describieron también en otras
especies de Chuquiraga ademas de
flavonoides, constituyentes tales como
triterpenos (Hoeneisen et al., 2000;
Ccana-Ccapatinta et al., 2017) y
saponinas en un extracto alcoholico de
C. spinosa (Arroyo-Acevedo et al.,

2018).
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Tabla I. Composicion quimica del extracto y las fracciones de las hojas de Chuquiraga aurea

(Asteraceae).
Table I. Chemical composition of the extracts and the fractions of the leaves of Chuquiraga aurea
(Asteraceae).
Muestra ? Grupo quimico®

Eb F,H E, Tr

E1l H, T,E

E2 F,H, T, Tr

E3 F,H, T, Tr

E4 F* H, T, Tr

ES F,H, T, Tr

?Eb: etanol (crudo); El: benceno; E2: cloroformo; E3: éter etilico; E4: acetato de etilo; E5: fraccion
acuosa final. °F: flavonoides; H: hidratos de carbono; T: taninos; E: esteroides; Tr: triterpenos. *: muy

abundante.

“Eb: ethanol (crude); benzene; E2: chloroform; E3: ethyl ether; E4: ethyl acetate; ES: final aqueous
fraction. °F: flavonoids; H: carbohydrates; T: tannins; E: steroids; Tr: triterpenes. *: most abundant.

En cuanto a los flavonoides, mediante
cromatografia ~ planar se  pudo
determinar que los  principales
correspondian a flavonoles y flavonas.
Los espectros de absorcion obtenidos al
UV-Vis mostraron la presencia de

kaempferol, quercetina y glicosidos de

ambos, asi como flavonas metoxiladas.
Con respecto a estas ultimas, se pudo
inferir la posible presencia de 4'-
metoxiflavona (Amax 252, 318 nm) y de
3,5,6,7,8-pentametoxiflavona (Amax 234,
280h, 330h nm; Figura 2).
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Abs |

Figura 2. Espectro al UV-Vis de la 3,5,6,7,8-pentametoxiflavona obtenida de las hojas de Chuquiraga

aurea (Asteraceae).

Figure 2. UV-Vis spectrum of the 3,5,6,7,8-pentamethoxyflavone obtained of the leaves of Chuquiraga

aurea (Asteraceae).

Ccana-Ccapatinta et al.  (2017)
describieron que el perfil fitoquimico de

la subfamilia Barnadesioideae esta

constituido  fundamentalmente  por
compuestos fenolicos simples,
flavonoides y triterpenoides.

Mendiondo et al. (2000) analizaron los
flavonoides de especies de Chuquiraga
de Argentina destacando la presencia de
derivados de quercetina y kaempferol
por ¢j. en C. erinacea. En cuanto a
flavonas y derivados metoxilados,
Ramirez et al. (2014) determinaron la
presencia de 5,6,7-trihidroxi-4’-
metoxiflavona en extractos
cloroformicos de las hojas de
Chuquiraga lessing “huamanpinta”,
especie de importancia por sus
propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias e inmunomoduladoras.
Respecto de la importancia medicinal

del género, se ha descripto el uso

frecuente de Chuquiraga jussieui y C.

spinosa en el tratamiento del cancer de
prostata (Ccana-Ccapatinta et al., 2017).
Otros autores también mencionaron
actividad sobre diferentes lineas
celulares tumorales de Chuquiraga
spinosa (Arroyo-Acevedo et al., 2018;
Herrera-Calderébn et al., 2017;
Madaleno, 2012). En nuestro trabajo, a
fin de evaluar el extracto y las
fracciones de C. aurea como posibles
fuentes de moléculas bioactivas, se
llevaron a cabo diversos bioensayos.
Para investigar la citotoxicidad que se
correlaciona con actividad antitumoral,
se utilizaron los bioensayos de
mortalidad de la Artemia salina y de
inhibicion del crecimiento de raices de
trigo.

En la Tabla II se muestran los
resultados de DLso y % de nauplios
muertos obtenidos al analizar el extracto
y las fracciones de las hojas de C. aurea

mediante el bioensayo de la Artemia
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salina. Como puede observarse, la
citotoxicidad fue muy importante con
una DLso< 1000 pg/ml, destacandose la
fraccion de acetato de etilo (E4) que
evidenci6 una DLso de 1 pg/ml y la
acuosa final con una DLso de 20 pg/ml.
efectuados extractos

Estudios con

acuosos de C. spinosa 'y C. weberbaueri

mostraron una DLso> 10000 pg/ml
frente al ensayo de la Artemia salina; en
cambio los  extractos etandlicos
evidenciaron una DLso de 1,1 y 0,25
pg/ml, respectivamente (Bussmann et

al., 2011).

Tabla II. Citotoxicidad del extracto y las fracciones de las hojas de Chuquiraga aurea (Asteraceae).
Table I1. Cytotoxicity of the extract and the fractions of the leaves of Chuquiraga aurea (Asteraceae).

Muestra? DEs) (ug/ml) % nauplios muertos
10 (ng/ml) 100 (ug/ml) 1000 (ng/ml)

Eb 749 20 40 52
E1l 85 27 43 67
E2 67 23 63 77
E3 90 23 47 83
E4 1 21 67 90
ES 20 43 67 93

2Eb: etanol (crudo); El: benceno; E2: cloroformo; E3: éter etilico; E4: acetato de etilo; E5: acuoso.

2Eb: ethanol (crude); benzene; E2: chloroform; E3: ethyl ether; E4: ethyl acetate; ES: final aqueous

fraction.

El ensayo de inhibicion del crecimiento
radicular, constituye otro bioensayo de
citotoxicidad, cuyos resultados positivos
presumen una actividad antitumoral.
Este ensayo requiere que las muestras
sean solubles en agua corriente, por ello
se seleccionod a la fraccion acuosa final
(ES) del extracto para analizar esta
actividad. [Esta fraccion mostr6 un
moderado  del

efecto  inhibitorio

desarrollo radicular, correspondiente al
30 %.

A partir de los resultados obtenidos, se
realiz6 el ensayo del Metil Green-ADN
con el objetivo de comprobar si la
citotoxicidad observada era debida al
menos en parte, a la presencia de
compuestos que se intercalan en el
ADN. Este ensayo se llevo a cabo en el

extracto crudo y en todas sus fracciones.
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Como se observa en la Tabla III, el
extracto etandlico (Eb) produjo una
disminucioén del 20 % de la absorbancia

inicial del complejo MG-ADN, la

fraccion de cloroformo (E2), un 30 %,
mientras que la fraccion acuosa final

(ES) fue la mas destacada, con un 50 %.

Tabla III. Ensayo del Metil Green-ADN del extracto y las fracciones de las hojas de Chuquiraga aurea

(Asteraceae).

Table I1I. Assay of Methyl Green-DNA of the extract and the fractions of the leaves of Chuquiraga

aurea (Asteraceae).

Muestra? MG-DNA
% de inhibicion
Eb 20
El <20
E2 30
E3 <20
E4 <20
E5 50

2Eb: etanol (crudo); E1: benceno; E2: cloroformo; E3: éter etilico; E4: acetato de etilo; ES: acuoso.

2Eb: ethanol (crude); benzene; E2: chloroform; E3: ethyl ether; E4: ethyl acetate; ES: final aqueous

fraction.

Los resultados obtenidos
sugieren que la citotoxicidad de la
Artemia salina y la inhibicion del
crecimiento  radicular  podria  ser
explicada, al menos en parte, como el
resultado de la presencia de compuestos
de polaridad importante que podrian
intercalarse en el ADN. Los flavonoides
y otros compuestos fendlicos son
conocidos por  poseer efectos
antitumorales (Gioti and Tenta, 2015;

Yang et al., 2015). Como se observa en

las Tablas II y III, en nuestro estudio las

fracciones con mayor bioactividad
fueron los de mayor polaridad los que
demostraron estar enriquecidos en
flavonoides e hidratos de carbono.

Uno de los usos mas populares
de distintas especies de Chuquiraga es
en el tratamiento de enfermedades
infecciosas del tracto urinario. Extractos
alcohdlicos de C. atacamensis, C.
spinosa 'y C. atraminea presentaron
actividad antibacteriana y antifingica
sobre cepas seleccionadas que podrian

sustentar sus usos tradicionales en
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infecciones  genitourinarias  (Ccana-
Ccapatinta et al., 2017). En base a los
antecedentes existentes, evaluamos la
actividad antibacteriana del extracto
etanolico y sus fracciones de las hojas
de C. aurea. Sin embargo, ninguna de
las  muestras ensayadas demostro
actividad antibacteriana frente a las
cepas de Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC
29212),
(ATCC 27853) 'y Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) empleadas en el

Pseudomonas  aeruginosa

analisis.

Otros autores (Casado et al.,
2011; Mendiondo et al., 2011; Duenas
et al., 2014; Ramirez et al., 2014), han

demostrado la actividad antioxidante de

diversas especies de Chuquiraga.
Considerando tales antecedentes y los
resultados que obtuvimos de la
caracterizacion quimica del extracto y
sus fracciones, evaluamos la actividad
antioxidante a través del ensayo de
inhibicion del DPPH y la determinacion
de la SC50 de la fraccion acuosa final
(ES) del extracto de Chuquiraga aurea.
El resultado fue interesante,
evidenciando un 57,8 % de inhibicion
del DPPH y una SC50 de 117,6 ng/ml
(Tabla IV). Esto podria ser explicado al
menos en parte, por la presencia de
flavonoles derivados de la quercetina y
el kaempferol, asi como otros fenoles

simples.

Tabla IV. Actividad antioxidante de la fraccion acuosa final del extracto de las hojas de Chuquiraga

aurea (Asteraceae).

Table IV. Antioxidant activity of the final aqueous fraction of the extract of the leaves of Chuquiraga

aurea (Asteraceae).

Muestra Act. Antioxidante Act. Antioxidante
% de inhibicion de SCso (ug/ml)
DPPH
E5 117,6
CONCLUSIONES actividades  bioldgicas, permitiendo

Este trabajo comprende los primeros
resultados sobre la  composicion
quimica 'y la  bioactividad de
Chuquiraga aurea. Los flavonoides

caracterizados se relacionan con las

sugerir la potencialidad de la especie
como antitumoral.

En su conjunto, los resultados
alcanzados constituyen un aporte

conocimiento
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farmacogndstico de la especie y
contribuyen a la quimiotaxonomia
dentro de las Asteraceae. A la vez,
guardan relacion con las propiedades
medicinales tradicionales descriptas

para la especie y para el género.
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RESUMEN

El petrdleo es una de las principales
fuentes de energia en la actualidad, su
explotacion genera diversos niveles de
contaminacion ocasionados por su
liberacion accidental o intencionada en
el ambiente.

Independientemente de los sintomas
evidentes (color, olor, sabor), el medio
receptor experimenta efectos que
perturban su equilibrio y tienen una
accion directa sobre los seres vivos;
modificacion de las propiedades fisicas
tales como la tension superficial, el pH, la
temperatura, el potencial de o6xido
reduccion; la precipitacion de elementos
minerales (nitrégeno, fosforo, hormonas,
oligo-elementos, vitaminas, etc.)
indispensables para la vida de los
microorganismos. Basados en la
observacion, se planted la hipotesis de
que hay plantas nativas de la estepa
tolerantes al petroleo, porque logran

desarrollarse en suelos con este

componente. En el presente trabajo se

propuso 1) Determinar el rango de
resistencia de Atriplex lampa y Prosopis
denudans a hidrocarburos de petrdleo; ii)
Evaluar in vitro la influencia de
hidrocarburos de  petroleo  sobre
parametros morfologicos (longitud de
tallo, longitud de raiz, nimero de hojas) y
bioquimicos (contenido de clorofila) de
plantas de la estepa patagdnica y iii)
Establecer las condiciones Optimas de
regeneracion de planta completa in vitro,
de A. lampa y P. denudans.

Para evaluar la toxicidad del petroleo se
tomaron 28 muestras de suelo en un
yacimiento y dos muestras de las biopilas
(apilamiento de suelo contaminado en el
que se estimula la actividad microbiana
por adicion de nutrientes y humedad). Se
secaron al aire, se disgregaron y
tamizaron. Se determind6 pH vy
conductividad eléctrica (EC), capacidad
de retencion de agua (% SA) e
Hidrocarburos Totales de Petrdleo

(HTP). Para los analisis de fitotoxicidad

del suelo del yacimiento se realizo la
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prueba de Inhibicion de la germinacion y
elongacion de raiz e hipocétilo con
lechuga (Lactuca sativa L.) (Castillo
Morales et al., 2004) y se repitid el
ensayo con semillas de especies nativas

de la estepa patagénica (N:20 x 3

PGR x CRR

NIG = Y PGR =

N° semillas germinadas en muestra
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repeticiones). Se obtuvo el IG (Indice
de Germinacion) que integra el %
relativo de germinacion 2 (PGR) y el
crecimiento relativo de las raices

(CRR) (Varnero et al., 2007).

x 100

N° semillas germinadas en testigo

3 CRR =

elongaciéon de radiculas en muestra

elongacion de radiculas en testigo

A fin de encontrar la CIso (Concentracion
que Inhibe el 50% de la germinacion) de
petrdleo, se realizd el ensayo de
Inhibicion de la germinacion y
elongacion de raiz e hipocétilo con
lechuga en diluciones de petroleo crudo
del mismo yacimiento: 40; 20; 10; 5y
2,5 % p/p, en 25 gr de arena lavada y
esterilizada en estufa a 500 °C. Se repitid
el ensayo con especies nativas de la
estepa  patagbnica (N:20 x 3
repeticiones) y se utilizé para su calculo
el modelo de respuesta PROBIT 1,5 (US
EPA, 1994). Con el fin de controlar la
sensibilidad de las semillas se realizé un
control positivo utilizando una sal de Zn
(IT) como toxico de referencia. Se obtuvo
el Indice de Germinacion (IG), la tasa de
germinacion, utilizando la “Tasa de
Maguire -M- (Naylor, 1981), para
determinar si hubo retraso en la
velocidad del proceso. Los resultados se

analizaron estadisticamente para obtener

x 100

el valor NOEC (concentracion a la cual

no se observo efecto adverso).

M =It1—11+:—22+---+nx/tx

donde nl, n2, nx es el n° de semillas
germinadas en el tiempo tl, t2, tx (en
dias). Para analizar el desarrollo de las
plantas se evalué su comportamiento in
vitro en medio de cultivo MS (Murashige
y Skoog, 1962) conteniendo la Fraccion
Soluble de Petroleo (FSP) obtenida a
partir de la mezcla de agua con petréleo,
en una concentracion de 1000 ppm y pH
5,8 (N:20 x 3 repeticiones); en camara de
cultivo a una temperatura 21 °C +l1;
fotoperiodo de 16 hs y una intensidad
luminica de 120 mE cm-2 s-1. A los 30
dias de cultivo se evalud la supervivencia
de las plantas, longitud de tallo, nimero
de hojas, largo de raiz, biomasa aérea y
radicular (peso seco en estufa a 68 °C) y
cantidad de clorofila a y b y clorofila
total.  Se

registraron  caracteres
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morfologicos anormales, en
comparacion con el testigo. Se realizo el
cilculo del Indice Relativo de
Fitotoxicidad (IRF) (Rivera Cruz &
Trujillo Narcia, 2004) como referencia
para medir los efectos del contaminante
(IRF=Tratamiento testigo/ Tratamiento
con contaminante). El desarrollo
temprano de las plantas es evalud en
suelo conteniendo HTP 1y 5% p/p. Las
plantas (N:10 x 3 repeticiones) se
mantuvieron en invernadero a 23 °C, con
fotoperiodo estacional de 10 hs luz
(otofio-invierno). La humedad de los
envases se mantuvo a capacidad de
campo. A los 60 dias se midieron los
mismos parametros que en cultivo con
FSP. Se  registraron  caracteres
morfoldgicos anormales en comparacion
con el testigo, que se mantuvo en el
mismo medio de cultivo, pero sin
derivados del petroleo y se calculd el
IRF. Se obtuvieron 120 explantos, a
partir de semilla, para proceder a su
cultivo in vitro y regeneracion de planta
completa. ~ Cuando las  plantas

desarrollaron unos cuatro o cinco

Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 128-135. Tesis de Maestria.

entrenudos, se cortaron esquejes
uninodales que se sembraron en medio
MS con 100% de sales, sin reguladores
de crecimiento (N: 20 x 3 repeticiones).
Se realizaron tres cultivos sucesivos y se
evalud6 la regeneracion de planta
completa a los 30 dias, en cada sub-
cultivo se midi6 la longitud de tallo y de
raiz.

Los valores de HTP medidos en el
testigo del yacimiento fueron menores
de 10 mg kg'de Masa Seca (MS) y en
las areas afectadas por contaminacioén
oscilaron entre 142,7 y 175.429,5 mg
kg! MS (Tabla I). Del ensayo de
fitotoxicidad  aguda en  suelos
contaminados, se obtuvieron valores IG
que se reunen en tres categorias: Severa,
Moderada y Leve. En la categoria
Severa (los valores de IG < 50%
indicarian que hay una fuerte presencia
de sustancias fitotoxicas) encontramos
cinco muestras para L. sativa, tres para
A. lampa y una para P. denudans. Los
valores entre 50 y 80% representan
presencia Moderada de estas sustancias

y Leve s1 IG > 80% (Figura 1).
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Tabla I. Contenido de HTP en muestras de suelo del yacimiento.
Table I. HTP content in soil samples from the reservoir.

Muestras HTP
suelo mg.kg! MS
Testigo <10
13 100-1000
4 1001-10000
13 > 10001

120

o
3

®
P
3

W P.denudans

A

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

5
3

~
S

Muestras de suelo

Figura 1. Indice de Germinacion de P. denudans, A. lampa y L. sativa en muestras de suelo de un
yacimiento petrolero. La linea gruesa marca el 1G50, limite de fitotoxicidad severa. Muestral: testigo,
Muestras 30 y 31: Biopilas.

Figure 1. Germination index of P. denudans, A. lampa and L. sativa in soil samples from an oil field. The
thick line marks the IG50, limit of severe phytotoxicity. Sample 1: witness, Samples 30 and 31: Biopiles

La germinacion de plantas nativas fue (p/p) y en el caso de P. denudans no se
mas resistente a la presencia de HTP que encontrd6 ni en 100 % HTP (p/p),
el bioindicador de referencia (Tabla II). mientras que para L. sativa fue de 2,3
La CLsode A. lampa fue de 32,9 % HTP %HTP (Tabla III).
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Tabla II. Ensayo de germinacion con concentraciones crecientes de HTP. Letras iguales indican que los

valores no presentan diferencias estadisticas significativas.
Table I1. Germination test with increasing concentrations of HTP. Equal letters indicate that the values do

not show significant statistical differences.

HTP Germinacion % Tasa Germinacion
(%p/p) L.sativa  A. lampa P. L. sativa A. lampa P.
denudans denudans
Testigo 86,6 £2,8 95+29a 96,7+58a 7,7+0,5a 13,02+0,08 11,4+3,2a
a a

2,5 45 +5b 96,6 £8,6 a 95+0 a 3,4 +£0,13 8,6+0,4a 7,7+2,1 ab

ab
5 35 +45b 983+29a 96,6+29a 23+0,6b 8,3+0,2a 8,9+22ab
10 50+5b  96,6+5,7a 96,6+29a 3,5+0,9ab 93+0,2a 9,7+1,3ab
20 433 90 +0 a 91,6 £10,4a 3,97 +£0,9 8,6+0,2 a 10+3,7 a

+14,4b ab
40 13,3+£2,9 26,6 £15,2 65+8,6 b 0,55 £0,08 1, 3+0,8b 52+19b

b b b

Tabla III. Concentracion que Inhibe el 50% de la germinacion.
Table III. Concentration that inhibits 50% of germination.
Clso de HTP HTP % ZnS04+%
p/p
p/p

L. sativa 2,3 2,01

A. lampa 32,9 8,27

P. denudans >100 7,53
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Para las especies nativas el valor de
fitotoxicidad en el proceso de
germinacion se situd a partir del 40 %
HTP (p/p) y el valor NOEC para fue de
20 % HTP (p/p), por lo cual se podrian
considerar tolerantes a HTP durante el
proceso de germinacion. Las Fracciones
Solubles de  Petrdleo  resultaron
levemente fitotoxicas durante el
crecimiento temprano de las plantas.
Los indicadores mas afectados de A.
lampa fueron la biomasa y contenido de
clorofila total. En el caso de P. denudans
los IRF fueron mayores que en A.
lampa, afectando a todas las variables
medidas. En los cultivos realizados en
suelo conteniendo HTP, A. lampa no
sobrevivio. En P. denudans la
concentracion de 1 % HTP (p/p) tuvo
menor efecto fitotoxico que la
concentracion de 5 % HTP (p/p). En ésta
ultima la toxicidad del contaminante
afectd principalmente a la parte aérea
(longitud de tallo, n® de nudos y clorofila

total). Es importante remarcar la
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supervivencia de ésta especie en suelos
conteniendo 1 % HTP (p/p) debido a que
la legislacion de la Provincia del Chubut
(Dec. 993/2007) aceptaba ese wvalor
como limite maximo de contenido de
petroleo en suelo. Mediante el cultivo in
vitro se logro regenerar planta completa,
sin la utilizaciéon de reguladores de
crecimiento, durante tres cultivos
sucesivos. En A. lampa la regeneracion
de planta completa varid entre 38 y 54,3
%; P. denudans presentd valores que
oscilaron entre 12,9 y 20,3%. Durante el
cultivo en condiciones de campo, de las
plantas regeneradas in vitro, no se
observaron diferencias en el desarrollo,
logrando obtener plantas adultas de
sanidad controlada de Atriplex lampa y
Prosopis denudans. El conjunto de las
observaciones realizadas en los ensayos
con petroleo indicaron que estas
especies pueden ser utilizadas en
procesos de recuperacion de areas

alteradas por la actividad petrolera.
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Figura 2. Indice Relativo de Fitotoxicidad de A. lampa y P. denudans en cultivo con FSP. La linea gruesa
marca el limite de fitotoxicidad.
Figure 2. Relative Phytotoxicity Index of A. lampa and P. denudans in culture with FSP. The thick line

marks the limit of phytotoxicity.
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Figura 3. Indice Relativo de Fitotoxicidad de P. denudans en suelo con FSP. La linea gruesa marca el

limite de fitotoxicidad.

Figure 3. Relative Index of Phytotoxicity of P. denudans in soil with FSP. The thick line marks the limit

of phytotoxicity.
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