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Resumen

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. es un arbusto originario de América del Sur. Es muy utilizada
en la medicina popular, ademas, por su color y arquitectura, tiene potencial ornamental como planta
para decorar parques o jardines. Como la mayoria de las plantas nativas aromaticas-medicinales,
sus poblaciones sufren una fuerte erosién genética debido a acciones antrépicas, como la
sobreexplotacién y el avance de la frontera agricola o la urbana. Una forma de ayudar a evitar la
extincién de poblaciones es comenzar con el proceso de domesticacion y mejora de estas especies,
para cambiar el paradigma extractivista por el productivo. La obtencién de nuevas variedades
poliploides es una forma rapida de generar individuos con 6rganos mas grandes y mayor resistencia
al estrés, entre otras propiedades que caracterizan a la poliploidia, para utilizarlos directamente o
como insumo para un programa de mejoramiento. El objetivo del presente trabajo es obtener y
caracterizar individuos poliploides de A. satureioides aplicando colchicina, in vivo, sobre sus yemas
laterales.

Palabras clave: marcela, plantas aromatico-medicinales, especies nativas, colchicina, aprovechamiento
sostenible

Abstract

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. is a shrub native to South America It is a plant widely used in
popular medicine. In addition, due to its colour and architecture, A. satureioides has ornamental
potential as a plant to decorate parks or gardens. Like most medicinal aromatic natives, their
populations suffer a strong genetic erosion due to anthropogenic actions such as over-exploitation,
and the advance of the agricultural frontier. One way to help prevent the extinction of populations is
to start with the process of domestication and improvement of these species, to change the
extractivist paradigm for the productive one. Obtaining new polyploid varieties, with the advantages
they offer, is a quick way to generate individuals with larger organs and greater resistance to stress,
among other properties, as input for a breeding program. The goal of the present work is to obtain
and characterize polyploid individuals of A. satureioides by applying colchicine, in vivo, onto their
lateral buds.

Keywords: marcela, aromatic and medicinal plants, land races, colchicine, sustainable use
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INTRODUCCION

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Asteraceae), (marcela, macela, marcela hembra, jate'i ka'a, vira-
vira), es una planta arbustiva que puede alcanzar hasta 1.00 metro de altura, es nativa de América del Sur
y se la encuentra desde Venezuela hasta el centro-sur de Argentina (Alonso y Desmarchelier, 2015). Sus
héabitats van desde humedales hasta terrenos arenosos (Crisci et al., 2001). Sus flores y hojas tienen un
intenso aroma anisado; la parte aérea es ampliamente utilizada como fitoterapia por sus propiedades
antiespasmdédicas, hepatoprotectoras, colagogas, coleréticas, relajantes del muasculo liso y antitusivas,
entre otras (Retta, 2014; Barboza et al. 2009; Kadarian, 2002). Asimismo, por el color verde grisaceo que
caracteriza a su follaje, las muy abundantes inflorescencias de color amarillo palido que crecen en
pequefios racimos y por su arquitectura formando un arbusto bien definido y redondeado, A.
satureioides también tiene un interesante potencial ornamental como planta de jardin.

Es un hecho conocido que, de las 400.000 especies vegetales descritas, alrededor del 10% se utilizan,
por sus propiedades aromaticas-medicinales-condimentarias, en la industria farmacéutica, alimentaria,
licorera y herbolaria. Pero s6lo se cultivan unos pocos cientos, siendo el modelo extractivista el sistema
imperante para la obtencion de esta materia prima. Al igual que la mayoria de las especies de plantas
aromaticas y medicinales, la marcela sufre una sobreexplotacidon en sus propios habitats. Varias de sus
poblaciones se encuentran en serio riesgo de extincion y, dado que la parte de interés de la planta es la
inflorescencia antes de la formacién de la semilla, las buenas préacticas de recoleccion deben ser aplicadas
en forma estricta para evitar comprometer la dispersion de la descendencia (Elechosa et al., 2009; Galli et
al., 2019).

Una estrategia para evitar la erosion genética es, como se mencioné anteriormente, estimular las buenas
practicas de recoleccién, es decir, no arrancar las plantas, esparcir las semillas, si las hubiere, respetar sus
tiempos bioldgicos y en el caso particular de marcela dejar algunas flores por planta para permitirles semillar
(Elechosa et al., 2009; Galli et al. al., 2019). Otra alternativa, no excluyente, es ofrecer a los productores
genotipos mejorados con mayor productividad de metabolitos secundarios. Debido a sus caracteristicas, la
obtencién de individuos poliploides es una alternativa interesante como base para un programa de
mejoramiento genético de estas especies (lannicelli et al., 2016a; 2016b; 2018 y 2020;) para promover el
cultivo y, de esta forma, profesionalizar y dar formalidad a la cadena productiva (Escandén 2017; 2022).

El objetivo de este trabajo fue obtener plantas tetraploides que sirvieran como base para un programa
de mejoramiento para obtener una nueva variedad con caracteristicas mejoradas, tales como mayor
productividad de metabolitos secundarios, resistencia al estrés, mayor biomasa, hojas y racimos florales
mas grandes y de color mas intenso, como es esperable de las variedades vegetales poliploides (Salma et
al., 2017; lannicelli et al., 2020).

METODOLOGIA

El material vegetal fue colectado en la localidad de Dique Cruz de Piedra, Provincia de San Luis
(66°12'45.8” S, 33°15'59"W, 910 msnm). La colecta autorizada por resolucién No.: 142-PRN-2022 del
Gobierno de la Provincia de San Luis, Argentina.

Un clon de esta entrada se multiplic6 mediante esquejes en condiciones estandar de invernadero. Para
el tratamiento con colchicina se tomé como referencia el protocolo propuesto por Ackerman y Dermen
(1972), con la siguiente modificacion: se colocaron pedazos de algodén embebidos en solucién de
colchicina al 0.1% (P/V) sobre los meristemas axilares de ramas con la yema apical escindida (Figura 1A).
Como control se usé algodén empapado en agua (n=20). La renovacién de la solucién de colchicina se
realizé cada 3 dias (5 veces) y luego se dejaron crecer, libremente, los brotes laterales.

Una vez que los brotes axilares desarrollados alcanzaron 2-3 entrenudos, se escindieron y trasladaron
como esquejes a un sustrato estéril después de impregnar la base con IBA 3000 ppm en talco (Figura 2A)
y se colocaron en camara hiumeda hasta su enraizamiento y aclimatacién. Posteriormente, las plantulas
enraizadas se transfirieron a macetas de 12 cm de diametro y se cultivaron en una camara de crecimiento
con 24 +2 °C, la irradiacién fue de 103,74 umol/m2seg. Finalmente, las plantas aclimatadas se transfirieron
bajo condiciones estandar de invernadero. Se hicieron dos repeticiones de este ensayo.
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Figura 1

Metodologia de imbibicion con solucion de colchicina: A sobre yemas axilares en planta entera; B sobre yemas
axilares de esquejes.

Como método alternativo se ensayd el mismo sistema de algodén humedecido en solucién de colchicina
al 0,1%, pero sobre yemas axilares de esquejes mantenidos en camara hiumeda. Una o dos piezas de
algodén por esqueje hasta completar n=50 (Figura 1B).

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Para establecer las diferencias fenotipicas entre los individuos diploide y el tetraploide, se midieron el
tamarno de las hojas, las inflorescencias y el extremo apical florecido. Las hojas e inflorescencias se
midieron con un calibre marca Mitutoyo. Se determinaron el ancho y largo de 10 hojas enteras y totalmente
expandidas. Se estableci6 como medida la media de 10 determinaciones. EI mismo criterio de precision se
utilizé para determinar el diametro de las inflorescencias, el extremo apical florecido y la longitud del
capitulo floral. El andlisis estadistico se realiz6 con el software InfoStats.

Para determinar las cantidades de ADN de las muestras se utilizé un citometro de flujo (CyFlow Ploidy
Analyser, Partec) y, posteriormente, los niveles de ploidia se confirmaron mediante recuento de
cromosomas. Para las mediciones de citometria de flujo, y de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
se sumergieron aproximadamente 0,5 cm2 de tejido foliar tomado de todas las ramas de la planta en
tampdn de extraccién (tampdn Otto 1) compuesto por acido citrico 0,1 M y Tween 20 al 0,5 % (Otto, 1990)
y dividido con una navaja afilada. Después de filtrar con un filtro de 50 um de paso de poro, la suspensién
de nulcleos se tifidé con una solucién de diclorhidrato de 4,6-diamidino 2-fenil-indol (4 pg/ml) (DAPI) (Sigma
D9542) en una solucion tampdn (tampdn Otto 1) compuesto por Na2HPO4 0,4 M (Otto, 1990). Los
diferentes parametros del citometro de flujo se ajustaron con material no tratado para obtener lecturas bien
definidas y reproducibles. Para el material diploide, el citometro de flujo se ajustd a una Ganancia de 50.
Para obtener los graficos correspondientes, los datos obtenidos por un Partec CyFlow Ploidy Analyzer se
corrieron en el programa Flowing software 2.5 1.

Para el recuento de cromosomas se colectaron raices de plantas en macetas y se pre trataron con
solucién de 8-hidroxiquinolina al 0.002% con 3.125 ppm de cicloheximida (Cuco et al., 2003) por 4 horas a
58C. Luego se fijé en una solucion de etanol:acido acético 3:1 durante 72 horas. Las raices se hidrolizaron
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con HCI 1N durante 10 minutos en estufa a 60°C, se tifieron con Feulgen durante 90 minutos y se trataron
con una solucion enzimatica de 2% de celulasas y 20% de pectinasas. Finalmente, las puntas de las raices
se montaron con carmin acético al 2%. Las preparaciones se observaron en un microscopio éptico Olympus
BX 50 y se fotografiaron con una camara digital Olympus DP72 utilizando el software CellSens Standard.

RESULTADOS

Existen diferentes técnicas para la obtencién de autoploides sintéticos, las aplicadas en este trabajo, la
germinacion de semillas en contacto con el mutageno (Blasco et al., 2015), o los métodos in vitro (para
revision ver Salma et al., 2017 y lannicelli et al., 2018). Ambas técnicas utilizadas en este estudio, basadas
en el protocolo propuesto por Ackerman y Dermen (1972), con modificaciones (Ikuo Miyajima, com. pers.),
mostraron ser muy sencillas y econdmicas de aplicar, lo que las hace aptas para laboratorios de baja
complejidad o pocos recursos.

En el ensayo sobre planta entera se desarrollaron (en diversos grados) un total de 30 brotes laterales en
las plantas tratadas con colchicina, de los cuales fue posible recuperar un brote poliploide, del cual se
obtuvieron esquejes y plantas viables. La Figura 2 se muestra el ensayo completo, desde el corte de la
rama lateral en la etapa de enraizamiento y aclimatacion (Figura 2A), pasaje a maceta (Figura 2B) vy,
finalmente, su traslado al invernaculo (Figura 2C). Es posible apreciar la diferente arquitectura entre plantas
tetraploides y diploides que, si bien muestra un menor desarrollo en cuanto a nimero de entrenudos, las
plantas se observan mas erguidas.

En la repeticién del ensayo sobre planta completa, aunque se desarrollaron brotes laterales, ninguno de
los esquejes supero6 el estado de enraizamiento y no fue posible la deteccién de poliploidia. Dado lo simple
y economico de la técnica propuesta, el incremento del “n” del tratamiento no seria un inconveniente para
incrementar su reproducibilidad y el numero de eventos de poliploidia.

Por otro lado, la prueba realizada con esquejes en camara hiumeda no arrojé ningun resultado positivo,
no se logré el enraizamiento de ninguno de los esquejes, que finalmente murieron en su totalidad. Aunque
no se ahondaron las razones por las que esta alternativa no funciond, se podria inferir que se expuso los
esquejes a una situacién de estrés muy exigente de enraizamiento y de supervivencia a la toxicidad del
alcaloide. Esta estrategia fue abandonada.

La Tabla 1 resume las diferencias entre plantas diploides y tetraploides. Como se puede observar en la
Figura 2C, el tamano de las plantas tetraploides es mayor que el de las diploides, y aunque no se
observaron diferencias significativas en el diametro del tallo, las plantas tetraploides son mas erguidas y
tienen mayor volumen de planta. Esta Ultima caracteristica puede deberse a la mayor area foliar.

La Figura 3 muestra las diferencias fenotipicas entre hojas y flores de las plantas diploide y tetraploide.
Si bien existe variabilidad en el tamafio de las hojas en ambos genotipos, siempre es mayor en el
tetraploide. Este detalle no sélo podria estar aportando a incrementar la productividad de los principios
activos de la marcela, como se observo en otras especies (lannicelli et al., 2016), sino también contribuye
al valor ornamental del nuevo genotipo (Figura 1C).

Se midi6 el contenido de ADN de las plantas control y tetraploide, y se realizé el conteo de cromosomas,
como verificacién final y concluyente del nivel de ploidia. La Figura 4 muestra la combinacién de los perfiles
obtenidos, por citometria de flujo, de un individuo control (2n) y el tetraploide. Ambos picos muestran buena
definicién, lo que indica claramente que son individuos sélidos en cuanto a su nivel de ploidia. En este
sentido, el recuento de cromosomas (Figura 5) confirma el nivel de ploidia indicado por el analisis del
citdbmetro de flujo.
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Figura 2
Resultado de las respuestas a los tratamientos con colchicina: A: esquejes de brotes tratados en etapa
de enraizamiento y aclimatacion; B: plantas aclimatadas transferidas a macetas; C: plantas adultas bajo
condiciones de invernaculo estandar. La flecha indica la fila de clones poliploides.

Tabla 1
Diferencias en el tamario de hojas e inflorescencias, contenido de ADN y numero de cromosomas entre la
nueva variedad tetraploide y el individuo original. Diferente indica diferencias significativas (a;b) Prueba
de Tukey (p>0.05).

Rasgo Mivel de ploidia
Hojas diploide tretraploide
Largo (mm) F342 +8,25° 7856 +F 94t
Ancho (mm) 494 +1,752 105 1,7t
Inflorescencias
Diametro (mrm)! 425 +0,112 T.04 £0.19¢0
Longitud de la flor marginal (mm)? 3,22 £0,05° F,007 £0,03t
Tamafio del apice floral (mm)? 2236 £ 0F5° 31,07 £0 /5t
Caontenido de ADM (unidades arbitrarias) 4 g
Mimero de cromosomas a0 g0
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Figura 3
a. Grupo de hojas pertenecientes a una planta diploide (al) y tetraploide (a2). b. inflorescencia diploide
(b1), la linea roja indica la longitud de la flor marginal. Inflorescencia tetraploide (b2), la linea negra indica
el diametro de la inflorescencia. c. apariencia de los extremos florales, c1) Diploide, c2) Tetraploide, la
linea negra indica el diametro del apice floral.
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CAPI

Figura 4
Perfiles obtenidos por citometria de flujo combinando células diploides del individuo original (negro) con
tetraploides de la nueva variedad (rojo).

B

Figura 5

A) Cromosomas de A. satureioides, 2 n= 30. B) Cromosomas of A. satureioides var. Lamarce-INTA, 4 n=
60. Barr = 5 L.

DISCUSION

La poliploidia, definida como la coexistencia de tres 0 mas juegos completos de cromosomas en las
células de un organismo, es una fuerza importante en la historia evolutiva de las plantas vasculares y juega
un papel clave en el mejoramiento de plantas (Sattler et al., 2016). En las Ultimas décadas, se han
desarrollado artificialmente cultivares mejorados de especies econémicamente importantes mediante la
induccién de autopoliploidia con agentes quimicos (Cubero, 2003).
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Si bien no existe un protocolo estandar para la obtencién de autoploides sintéticos y, aunque el éxito no
esta garantizado, es importante considerar las siguientes premisas: i) utilizar una especie diploide con bajo
namero de cromosomas; ii) la especie sea alégama; iii) facil propagacién vegetativa (Cubero, 2003).
Asimismo, y dado que el fenémeno de poliploidizacién no s6lo no es un proceso lineal, sino que es fuente
de variabilidad, es conveniente obtener el mayor numero de eventos de poliploidizacion posible, de manera
de poder seleccionar al mas promisorio. En este caso se logrd el objetivo buscado, la obtencién de
poliploidia en A. satureioides, pero s6lo fue posible recuperar un individuo viable. Seria necesario ajustar
la forma de aplicaciéon del alcaloide, de una manera mas controlada que permita su accesibilidad a todos
los meristemas en forma homogénea y de esta manera lograr un mayor nimero de brotes afectados por la
colchicina. Para ello se debe tener control de variantes como, por ejemplo, la evaporaciéon de la solucién
de colchicina por corrientes de aire y cambios de temperatura, frecuentes en un invernaculo, que alteran el
gradiente del alcaloide desde la fuente al blanco y esto puede afectar la reproducibilidad de la respuesta
(lannicelli et al. al., 2016a).

Las plantas aromaticas medicinales sufren una intensa presion sobre sus poblaciones mas que nada por
acciones de origen antropico, ya sea por la sobreexplotacién, el avance de la frontera agricola o la
ocupacion urbana de sus hébitats; muchas de estas poblaciones se encuentran en grave riesgo de
extincion (Escandon, 2017). En el caso de A. satureioides se observa un importante efecto del avance de
la zona urbana en las regiones serranas donde habita, produciendo una alteracién de su nicho y afectando
sus poblaciones posiblemente en mayor medida que la actividad de colecta realizada en forma sustentable
(Galli et al., 2019).

La obtencién de autoploides sintéticos, ya sea de manera in vivo o in vitro, ofrece una alternativa para la
creacion de nuevos genotipos en tiempos relativamente cortos, que pueden ser utilizados ya sea,
directamente, como materiales mejorados o, como insumos para un programa de mejoramiento, para
ofrecer a los productores nuevas variedades mejoradas y promover, de esta manera, un cambio en el
paradigma de aprovechamiento de estas especies de un sistema colector a uno productivo.

El uso sostenible de estos recursos genéticos permitird, no sélo minimizar la erosiéon genética a la que
actualmente estan expuestos, sino también profesionalizar la cadena productiva, haciéndola mas eficiente
mediante el uso de insumos de calidad mejorada y homogénea. Asi como inducir el desarrollo de
economias regionales a partir del uso racional de los recursos locales (Philip, 2005; Galli et al., 2019).
Ademas, el manejo de la especie en cultivo permite condiciones de seguridad en el trabajo y tiempos de
cosecha reducidos y menor esfuerzo fisico en comparacién con las que se realizan en estado silvestre, que
generalmente se dan en laderas rocosas o en condiciones adicionales de riesgo (Galli et al. 2019).

En el presente trabajo se obtuvo por primera vez un individuo tetraploide de A. satureioides. El nuevo
genotipo muestra interesantes modificaciones, como el tamario de hojas e inflorescencias, que aumentan,
potencialmente, su valor aromatico y ornamental, y podria servir como insumo en un programa de
mejoramiento genético de esta especie ya que, ademads, es relativamente facil de multiplicar
agamicamente.
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