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RESUMEN

El orégano es una de las principales especies dentro del rubro de plantas aromaticas. A
pesar de su importancia comercial, aspectos ecofisiol6gicos tales como su respuesta a
variables ambientales que regulan el crecimiento, desarrollo y productividad, han sido
escasamente estudiados. El conocimiento de estos mecanismos es fundamental para la
seleccidn de practicas de manejo adecuadas para el uso eficiente y sostenible de los recursos.
Los objetivos de esta tesis fueron sentar las primeras bases ecofisiolégicas del cultivo de
orégano. Para ello dos subespecies de arquitectura contrastante, O. vulgare ssp. vulgare (“O.
Compacto”, rastrero) y O. vulgare ssp. hirtum letsw. (“O. Criollo”, erecto), fueron evaluadas
en términos de su respuesta fotoperiddica y en su productividad en biomasa y aceite (AE)
realizando dos experimentos. En el experimento 1, se desarrollé una escala fenoldgica simple
que describe los estadios mas importantes del ciclo tales como la transicién de la etapa
vegetativa a reproductiva (Vs), y la plena floracion (Rs). Adicionalmente en este experimento
se modificé la duracién del dia durante etapas vegetativas hasta el inicio de la floracion, para
cuantificar la respuesta fotoperiddica de esta Gltima etapa. Se determind que “O. Compacto”
posee menor requerimiento térmico y, por ende, mayor precocidad en la llegada de la
floracion. Ante el alargamiento artificial del fotoperiodo, “O. Criollo” fue mas sensible
manifestando una mayor velocidad de desarrollo que “O. Compacto”. El fotoperiodo
extendido gener6 una menor diferenciacion de nudos, menor longitud de tallos, y
consecuentemente menor biomasa, siendo estos efectos mas marcados en “O. Compacto”. En
un segundo experimento, y durante dos afios consecutivos, se compararon parametros
productivos del cultivo bajo dos marcos de plantacion (MP). Al final del primer ciclo de
produccion, “O. Compacto” en MP homogeéneos (0,35 m x 0,40 m) mostr6 ventajas en la tasa
de crecimiento y dindmica de intercepcion de radiacion, esto ultimo asociado al porte rastrero
de esta subespecie en etapas tempranas de crecimiento. Sin embargo, durante el segundo afio
de crecimiento, esta combinacion de tratamiento tuvo menor eficiencia en el uso de la
radiacion solar (EUR) y biomasa. Por lo tanto considerando los dos ciclos de produccion, el
MP homogéneo no presentd ventajas significativas sobre el tradicional (0,70 x 0,20). En
cuanto a la particion de asimilados, se evidenciaron diferencias tanto entre afio de produccion
como entre subespecies, siendo el primer afio y “O. Criollo” los de mayor particion de
asimilados hacia hojas y flores. La produccion de AE no fue alterada por el MP, pero si por la
extension fotoperiddica (mayor bajo fotoperiodo extendido) y la ontogenia del cultivo (mayor
en estadio Rg). En términos cuantitativos, “O. Compacto” produjo mayor cantidad de AE que
“O. Criollo”. Sin embargo, cualitativamente “O. Criollo” mostré un patron quimico mas
favorable dado por una mayor proporcion de timol y carvacrol, compuestos de interés por
brindar mayor aromaticidad y aportar a la calidad organoléptica de la esencia.

PALABRAS CLAVE
Fenologia, Respuesta fotoperiodica, Requerimientos de Tiempo Termico, Eficiencia en el uso
de Radiacion, Componentes del Rendimiento, Aceite Esencial




ABSTRACT

Oregano is one of the main species worldwide within the category of aromatic herbs.
However, despite its commercial importance, little ecophysiological information is available
regarding its response to environmental factors that regulate growth, development and
productivity. Knowledge about these mechanisms is critical to lead the selection of the most
appropriate management practices for an efficient and sustainable use of natural resources.
The aims of this thesis were to establish the first ecophysiological basis of oregano crop. For
this purpose two subspecies of contrasting arquitecture, O. vulgare ssp. vulgare (“O.
Compacto”, creeping growth habit) and O. vulgare ssp. hirtum letsw. (“O. Criollo”, erect
growth habit) were evaluated in terms of their photoperiodic response, and biomass and
essential oil (AE) productivity. Two experiments were conducted. In the Experiment 1, a
simple phenological scale was designed, describing the main cycle phenophases, such as
vegetative to reproductive transition (V3) and flowering (Rg). Additionally in this experiment
the day-length since vegetative phases up to flowering stage was modified to quantify the
photoperiodic response of Rg. It was found that “O. Compacto” has lower thermal
requirement for this phenophase and therefore was more precocious at achieving flowering.
Under conditions of artificially extended photoperiod, “O. Criollo” was more sensitive
expressing faster development than “O. Compacto”. Also the extended photoperiod decreased
node differentiation, stems length, and consequently stems biomass, which further impacted
in “O. Compacto”. In a second experiment and during two consecutive years, productive
parameters of the crop were compared under two planting frameworks (MP). In a first
production cycle, “O. Compacto” under homogeneous MP (0.35 m x 0.40 m) showed
advantages in growth rate and radiation interception dynamic, associating this with the
creeping growth habit of its early growth stages. However, in a second cycle of production,
this treatment combination decreased significantly its production parameters, due to solar
radiation use efficiency (EUR) reduction. Hence, considering both production cycles,
homogeneous MP did not provided significant advantages over traditional MP (0,70 x 0,20).
Regarding biomass partitioning, differences were evident between production cycle and
subspecies being “O. Criollo” and the first cycle the cases where the assimilate allocation to
leaves and flowers was better. With respect to AE production, the MP did not influence
essence yield. However, both photoperiodic extension and crop ontogeny modified AE
production, being highest under extended photoperiod and at the Rg phenophase, respectively.
Quantitatively, “O. Compacto” yielded more AE than “O. Criollo”. Nevertheless,
qualitatively “O. Criollo” showed a better chemical pattern, due to its greater proportion of
thymol and carvacrol, compounds that provide an increased aromaticity to the essence and
improve its organoleptic quality.

KEY WORDS
Phenology, Photoperiodic Response, Thermal Time Requirements, Radiation Use Efficiency,
Yield Components, Essential Oils
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Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1. EL CULTIVO DE OREGANO

El orégano es una especie perenne que crece espontaneamente en la region
europea mediterranea y se destaca como una de las mas importantes a nivel mundial
dentro del rubro de plantas aromaticas (Kintzios, 2002a). En Argentina, en el afio 2008
se estima que la superficie de produccion fue de 1952 ha. Segun datos de la SAGPYA,
Mendoza es la principal provincia productora del pais, con un 59 % de la superficie,
seguida por Cordoba con el 26 % (SAGPyA, 2008). Si bien existe una gran variedad de
ecotipos adaptados a las distintas regiones de produccion, los ecotipos “Criollo” y
“Compacto” son de los mas tradicionales en la region de Cordoba. Su rendimiento
medio es de aproximadamente 2000 kg/ha.afio, muy lejano a los niveles competitivos
internacionales y a los potenciales de la region productora de Traslasierra, del orden de
4000 kg/ha en el primer corte (Suarez y Ojeda, 2007). Estos ecotipos presentan
arquitecturas contrastantes que brindan un marco de estudio valioso para la exploracién

de los patrones ecofisioldgicos que caracterizan a la especie.

A pesar de su importancia comercial, aspectos ecofisioldgicos del cultivo tales
como su respuesta a variables ambientales que regulan el crecimiento, desarrollo y
productividad, han sido escasamente estudiados en esta especie, constituyéndose en
objeto de investigacion. Respecto a la respuesta fotoperiddica de la especie, estudios
realizados hasta el momento sugieren que el comportamiento de la floracién es diferente
segun la subespecie. La existencia de variabilidad en los umbrales de induccion a
floracion, repercuten en el desarrollo y consecuentemente en el crecimiento del cultivo
(Davidenco et al., 2012). Asimismo, es necesario profundizar en el estudio de las bases
ecofisioldgicas que subyacen en la determinacion del crecimiento y rendimiento ya que

permitiria: i) adecuar practicas de manejo que mejoren el aprovechamiento de los



recursos por parte del cultivo, ii) entender las posibles interacciones entre subespecies y
el marco espacial en el que se orientan, y iii) hacia futuro, orientar programas de
mejoramiento y seleccion de ecotipos mas adaptados a las condiciones locales de
produccion. Este ultimo propdsito se manifiesta como una necesidad ya que, incluso
actualmente en los paises originarios de esta aromatica, la produccion de orégano
proveniente de cultivos es mucho menor que la de poblaciones silvestres, siendo adn

una especie subutilizada y con muy pocos cultivares comerciales (Kintzios, 2002a).

1.2. ECOTIPOS DE OREGANO

Dentro los cultivares utilizados del género Origanum, existe una escasa
identificaciéon taxondémica. De hecho, actualmente en nuestro pais hay solo un cultivar
registrado, el cultivar , “Don Bastias” (Paunero, 2012). Existen también numerosos
ecotipos introducidos in vitro (Torres, 2011), pero la especie Origanum vulgare L. es

una de las mas utilizadas en el sistema de produccion de aromaticas.

Esta especie es una Lamiacea perenne cuyo ciclo agronémico incluye la
secuencia brotacion-floracion-cosecha, la cual se mantiene durante 3 a 5 afios segun el
manejo agronomico de la especie. La floracion es el momento 6ptimo de cosecha ya que
es alli cuando la produccion de aceite esencial es maximo (Berghold et al., 2008;
Lenardis et al., 2006; Yaldiz et al., 2005). El proceso de floracién es gradual e
indeterminado (Porter, 1967), constituyendo un sistema de ejes abiertos (Rua, 1999) en
el cual la yema apical se mantiene en estado vegetativo. Las flores se disponen en
inflorescencias compuestas, epicastros formando grupos de a (2) 3, sostenidos por un
pedicelo (Xifreda, 1983). Los epicastros forman cimas corimbosas terminales, en donde

cada flor esta protegida por una bractea oblongo-eliptica (Rouquaud y Videla, 2000).

Dentro de la especie, las subespecies Origanum vulgare ssp. vulgare (orégano
“Compacto”) y Origanum vulgare ssp. hirtum letsw. (orégano “Criollo””) son
frecuentemente utilizadas en la region de Traslasierra, y se caracterizan por una buena

productividad y adaptacién al ambiente.



Entre estas variedades hay diferencias en: i) estructura o porte de planta, siendo
las tres primeras tipo rastreras, y el Criollo erecta; ii) en su respuesta agronémica en
términos de rusticidad, calidad y productividad (Suarez, 2004; Torres et al., 2010). A su
vez estas caracteristicas pueden relacionarse entre si e influir unas sobre otras, ya que
tanto el porte como el despeje (distancia entre el suelo y la insercidon de las 1° hojas)
repercuten en la calidad de la hierba por su mayor o menor susceptibilidad a
contaminacion con tierra en la practica de cosecha (Chlodwing y Novak, 1997; Novak

et al., 2002; Pank et al., 2002), asi como también en la susceptibilidad a enfermedades.

Asimismo, las subespecies “Compacto” (ssp. vulgare) y “Criollo” (ssp. hirtum)
presentan importantes diferencias en el patron de floracion. ElI primero es una
subespecie mas temprana y florece a comienzos de verano; su segundo corte en el afio
es a comienzos de invierno, pero s6lo incluye material vegetativo. Por su parte, el
orégano Criollo florece a mediados de verano y nuevamente a fines de verano,
comienzos de otofio (Suarez, 2004). Esto se constituye en un importante caracter no
solo para la seleccion del material de produccion, sino también en la investigacion, ya
que denota variabilidad en la sensibilidad de induccion a la floracion entre las
subespecies.

Por otro lado, segun el porte del ecotipo es probable que la maxima produccion
se pueda alcanzar en diferentes marcos de plantacion, de modo tal de poder explotar de
manera satisfactoria los recursos y maximizar los rendimientos. Asi, por ejemplo, en
Origanum siryacum var syriacum, la mayor produccién de materia seca se obtiene con
densidad de 6 plantas.m™ a una distancia entre hileras de 0,60 m, pero dicha produccién
se reduce considerablemente si se aumenta el espaciamiento a 0,80 m (Marzi, 1997).
Normalmente en la region productora de nuestro pais los marcos de plantacion mas
utilizados son de 0,7 m entre surcos y 0,20 entre plantas (Torres, 2011), sentando
interrogantes acerca de la adaptacion de otros posibles marcos de plantacion segun la

arquitectura de la subespecie a utilizar, y que potencie sus caracteristicas productivas.

Arquitecturas contrastantes de planta brindan un marco de estudio significativo
para explorar las estrategias de cada subespecie en la captacion de recursos, y asi

descifrar de qué manera ésta repercute en la dindmica de produccion de biomasa, en la
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particién hacia 6rganos vegetativos y reproductivos y en la determinacion de calidad del

producto cosechado (tanto biomasa como Aceite Esencial).

1.3. FACTORES QUE MODULAN EL DESARROLLO EN
OREGANO

Los datos fenoldgicos permiten descifrar las exigencias bioclimaticas de la
especie, interpretando la interrelacion entre los factores del clima y los acontecimientos
ontogénicos del cultivo (Planchuelo-Ravelo, 1989). A pesar del lugar que ocupa el
orégano dentro de la produccion de aromaticas, tanto a nivel nacional como mundial, no
existe una escala fenoldgica especifica para el género. La observacion cronoldgica y
sistematica de los diferentes estadios fenoldgicos nos permite conocer la respuesta de
una planta a su entorno ecolégico (Arena et al., 1998). A su vez, la division de un ciclo
de vida del cultivo en fenofases ayuda a identificar apropiadamente cada etapa de
desarrollo y cuantificar los requerimientos térmicos y fotoperiddicas de una especie
vegetal. Cabe recordar aqui que el ciclo agronomico del orégano abarca desde la
implantacion del cultivo por transplante de esquejes o plantines, hasta la floracion, y el

esquema corte-brotacion-floracion se continta por 3 a 5 afios mas.

En cuanto a desarrollo, muchos ecotipos de orégano presentarian sensibilidad
fotoperiodica diferencial. Como ya se mencionara anteriormente, el “O. Compacto” es
una variedad mas temprana que el “O. Criollo”, es decir, el primero florece y es
cosechado a fines de noviembre, principios de diciembre, y el segundo a fines de
diciembre, enero. EI O. “Criollo” ademas posee una segunda floracién en abril-mayo
(Suarez, 2004). En este sentido, si bien la especie se clasifica como planta de dia largo
(Circella et al., 1995), no hay estudios sobre las diferencias genotipicas en el proceso de

determinacion de la floracion ante diferencias en la longitud del dia.

Podria suponerse también que existen diferentes respuestas en el momento de
induccion a la floracion entre subespecies frente a la temperatura. Se ha determinado

que aumentos en la temperatura durante el periodo brotacion-floracion, acortan la



longitud de dicha fase (Dudai et al., 1989). Por lo tanto, la diferencia en precocidad
entre los genotipos, definida como el tiempo transcurrido entre brotacion luego de un
corte y plena floracion, podrian estar relacionadas con diferentes requerimientos de
temperatura y fotoperiodo (Lenardis et al., 2006). Es importante determinar este aspecto
fisiolégico ya que cuanto menos precoz sea un ecotipo, mayor sera el tiempo asignado a
la captura de recursos, y mayor puede ser la biomasa acumulada hasta el momento de
cosecha (floracion). Ademas, la productividad en esta situacion puede ser escalonada en

el tiempo, lo cual incide l6gicamente en las practicas de manejo.

Tanto la temperatura como el fotoperiodo y su interaccion, generarian cambios
en la dinamica de produccién de biomasa, ya sea acortando el periodo de acumulacion,
como también generando modificaciones en el aspecto cualitativo del cultivo. Por otro
lado, se desconoce qué sucede con la curva de acumulacion de biomasa luego de la
induccion a floracién. Asi, se considera de suma importancia caracterizar el desarrollo
de las subespecies de orégano ya que de esta manera se podria decidir acerca de
practicas de manejo que lleven a determinar el momento Optimo de corte conjugando
los factores calidad (asociado a floracion), con cantidad (considerando el momento

dentro de la curva de acumulacion de biomasa en que se realiza la cosecha).

1.4. FACTORES QUE MODULAN EL CRECIMIENTO Y
PRODUCTIVIDAD EN OREGANO

1.4.1. Acumulacion de biomasa

El conocimiento de los factores y mecanismos que determinan el crecimiento y
el rendimiento en un cultivo es critico para lograr una produccion eficiente y sostenible,
puesto que guian el disefio y la seleccidn de las practicas de manejo més apropiadas y
proporciona la informacidn para el empleo eficiente y adecuado de recursos (Andrade et
al., 2005). Para el cultivo de orégano, los factores que modulan la productividad (por

ejemplo, la acumulacion de biomasa y/o de aceite esencial) pueden ser analizados



usando el marco conceptual del modelo ecofisiolégico ampliamente utilizado en otras
especies vegetales como en cultivos de granos (Monteith, 1977). En la especie no hay
estudios con este abordaje, por lo cual el andlisis de los distintos pardmetros que
constituyen al modelo ecofisiologico permitirdn comprender mejor las bases que
subyacen la productividad del cultivo. EI modelo define al rendimiento segun la

siguiente ecuacion:

Rendimiento = RFAi-ac x EUR x IP Ecuacion 1. 1

donde RFAi-ac: Radiacion solar fotosintéticamente activa interceptada
acumulada durante el ciclo (MJ/m?); EUR: Eficiencia en el Uso de la Radiacion (g/MJ);

IP: indice de Particion (peso 6rganos de interés/ peso total).

1.4.1.1. Intercepcion de la radiacion

La RFAi-ac depende de la cantidad de RFA incidente acumulada durante el ciclo
del cultivo (segun latitud y época del afio) y de la fraccion de intercepcion de RFA (%).
La RFAi-ac es funcion de: i) el indice de area foliar (1AF) y ii) del coeficiente de
extincion luz, K; estos factores estan definidos por la arquitectura de la parte aérea de un
cultivo. Segun la arquitectura de la especie, la luz puede ser extinguida rapidamente en
la superficie foliar o llegar a los estratos mas profundos. Tal como fue reportado para
otros cultivos, un incremento de la radiacion en los estratos inferiores puede resultar en
un incremento en el intercambio de CO, a nivel de planta e incrementar la produccién

de biomasa por unidad de superficie (Oker-Blom y Kelloméki, 1982).

Por otro lado es importante alcanzar un IAF tal que intercepte la méaxima
cantidad de radiacion, ya que cuando se logra captar el 95 % de la RFA, la tasa de
crecimiento del cultivo (TCC) se hace maxima (Gardner et al., 1985). En el caso del

orégano, se desconocen los parametros que determinan la éptima intercepcion de la



radiacion (ej. IAF critico) y las potenciales diferencias en estrategias que poseerian
distintos ecotipos de esta especie para captar la radiacion y acumular biomasa. Se podria
suponer que la arquitectura ideal de un ecotipo de orégano deberia incluir aspectos
como alta intercepcion de radiacion y mejor distribucion de la luz en el canopeo para
lograr la méxima TCC, de modo que el menor sombreo de estratos inferiores reduzca la
tasa de senescencia foliar. Ademas, segun Bandoni (2000) y Dudai et al. (1992), la
buena exposicion a la luz en cada estrato provocaria mayor produccion de aceite

esencial.

Respecto a la dinamica de produccién de biomasa, en poblaciones nativas de O.
vulgare se observé gue cuando avanza la estacion de crecimiento las plantas crecen en
altura siguiendo un patrén comun de respuesta, pero los valores maximos alcanzados
son distintos segun la altitud de la region, logrando mayores alturas a menor altitud
(0,55 ma 200 m s.n.m. y 0,35 m a 1760 m s.n.m; Kodifis et al., 2003). Esto puede
deberse a variaciones del régimen térmico y a la oferta de recurso luminico, agua y

nutrientes que tienen lugar en cada ambiente.

Asimismo, dentro de un mismo ambiente, el patrén de crecimiento varia también
por las condiciones de manejo del cultivo, factores éstos que modulan el rendimiento en
biomasa. Por ejemplo, en Cordoba el ciclo agronémico del orégano implica de 3 a 5
afios de produccion, con 2 cortes por afio (el primero en los meses de verano y el
segundo a fines de otofio). Normalmente los mejores rendimientos se producen en el
primer corte (Suérez, 2004), lo cual podria explicarse por variaciones en el ambiente en
dichas épocas. A pesar de que la tasa de expansion foliar es mayor a mayores
temperaturas, y por ende la recuperacion de la maxima fraccion de intercepcion es mas
rapida luego del corte de verano, esto no llegaria a compensar la pérdida de intercepcion
de radiacion en el periodo que sigue al primer corte, razén por la cual el segundo corte
es de menor rendimiento. Se sumaria ademas la menor oferta luminica, dado el

acortamiento de los dias que va produciendo desde enero hasta junio.

Estos resultados demuestran la necesidad de indagar acerca de la interaccion de
factores ambientales y genotipicos que determinan el rendimiento en biomasa de los

ecotipos de orégano.



1.4.1.2. Eficiencia en el Uso de la Radiacion Solar

Esta variable es el cociente de la relacion entre la biomasa producida y la
radiacion interceptada acumulada durante el ciclo del cultivo (Sinclair et al., 1999). Es
una simplificacion de la dindmica de fotosintesis del canopeo y provee una informacion
muy util acerca de la produccién estacional de biomasa cuando los demas factores son
no limitantes (Monteith, 1977). En términos generales, la EUR se relaciona con la
temperatura, con la calidad de la luz (directa o difusa) y con el contenido de nitrégeno
foliar, ya que todos estos factores modifican la capacidad fotosintética de los cultivos
(Peng et al., 1995; Sinclair et al., 1999).

Existe un amplio rango de valores de EUR segln la especie, siendo mayor en
plantas C4 (ej. maiz: 3,5 g/MJ), intermedio en no leguminosas y bajo en leguminosas
(ej. girasol: 2,2 g/MJ; Goose et al., 1986). Para el calculo de la EUR normalmente se
utiliza la produccion de biomasa aérea asumiendo que la produccién de raices es una
proporcion constante y pequefia de la biomasa total. Sin embargo cultivos perennes
como lo es el orégano, también generan 6rganos de reserva, por lo cual la particion de
biomasa hacia éstos 6rganos ademéas de a las raices, puede generar cambios en la
EURurea (Chen et al., 2003; Dolling et al., 2005; Zahid et al., 2003). En alfalfa, la EUR
disminuye de 0,90 g/MJ en verano a 0,55 g/MJ en otofio, debido a la particién hacia
organos de reserva (Khaiti y Lemaire, 1992). A su vez, Teixeira et al., (2008)
establecieron que la defoliacion del cultivo, ya sea por cortes o pastoreo, provoca
cambios en la particion de biomasa hacia raices, siendo este fendmeno el motivo de la

estacionalidad de la EUR (valores mayores en primavera que en otofio).

Otro factor que puede incidir en la variacion de la EUR en orégano, es que al
tratarse de una especie plurianual, se produce variacion de la radiacién y temperatura a
lo largo del afio. Asi, Collino et al. (2005), constataron que en alfalfa existe una
temperatura umbral de 21,5°C por debajo de la cual la EUR disminuye, y por encima de

la cual se mantiene constante.

Si bien la relacion entre la biomasa producida y la radiacion interceptada

acumulada durante el ciclo se correlacionan estrechamente de manera positiva (Andrade

9



et al., 1992), diversas situaciones de manejo o ambientales pueden modular la linealidad
de la asociacion entre estas variables. Asi por ejemplo, se ha demostrado en soja que
luego de una acumulacién de RFA de 400 MJ/m?, la relacién pasa a ser curvilinea,
fendmeno que puede explicarse por la disminucion en la EUR que genera un incremento
en la densidad (Purcell et al., 2002), o por la etapa del ciclo del cultivo en la cual

comienza la senescencia.

La EUR también puede variar entre las etapas dentro de un ciclo, es decir, entre
cortes. Este seria un factor que explicaria el mayor rendimiento del primer corte que se
le efectlia al orégano respecto al segundo. En esta especie se desconoce el valor de
temperatura en el cual la tasa de fotosintesis es maxima, pero al ser una especie Cs, se
supone que dicho valor ronda en temperaturas templadas. Por ejemplo, en la zona de
produccion de Villa Dolores, la temperatura promedio hasta el primer corte (junio a
diciembre) es de 15.0 °C, menor que la temperatura promedio desde éste hasta el
segundo corte (diciembre a junio, 22.6 °C), por lo cual la EUR seria mayor en el primer
periodo. Por otro lado podrian encontrarse diferencias en EUR entre los ecotipos y estar
asociadas con distinto contenido de N foliar entre los mismos. Este nutriente se
correlaciona de manera positiva con la eficiencia de fotosintesis, y consecuentemente

con mayores producciones de biomasa y rendimiento (van Oosterom et al., 2010).

En orégano se desconoce el valor promedio de la EUR, su sensibilidad ante
cambios en factores ambientales y de manejo, asi como también su evolucion en
periodos de receso y de reactivacion del crecimiento. Por ello, un abordaje acerca de
estas nociones resulta necesario para describir el comportamiento del orégano en
términos de la utilizacion del recurso luminico. Ademas, dado que en esta especie los
ecotipos varian en produccion de biomasa y arquitectura (CAEMPA, 2010; Suarez,
2004), es necesario también indagar si la EUR se modifica con el ecotipo y ante

cambios en el arreglo espacial entre plantas.
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1.4.1.3. Indice de Particién

El rendimiento de un cultivo finalmente es producto de la particion de biomasa
hacia el érgano de interés comercial. Para cultivos graniferos, Donald y Hamblin (1976)
definieron al indice de cosecha como la relacion entre biomasa de grano y el peso seco
total. En el caso del orégano, se cosecha tanto material vegetativo como reproductivo
(inflorescencias), por lo que este indice de particion se define como la relacion entre la

biomasa de hojas y 6rganos florales y la biomasa total.

Comercialmente existen parametros de importancia que pueden ser definidos
como Componentes del Rendimiento, y estos son: i) la biomasa aérea (kg/m?), ii) el
rendimiento de hojas y bracteas florales (kg/m?), iii) la relacién entre este Gltimo v el
peso seco del tallo, y iv) el porcentaje de aceite esencial (AE) (Chlodwing y Novak,
1997; Pank et al., 2002). Se desconoce como la particion esta regulada en esta especie y
cuales son los principales destinos (hojas, tallos, inflorescencias, AE) segun la etapa del

ciclo del cultivo.

En algunos ensayos llevados a cabo con los ecotipos Criollo y Compacto, se
llegd a la conclusion de que el “O. Compacto” presenta mejor produccion de biomasa
seca y fresca, y mayor relacion hojas-flores/tallo. Por otro lado, el ecotipo Criollo
presentaria valores mas altos de produccién de AE (CAEMPA, 2010; Torres et al.,
2010). Otros antecedentes, sin embargo, mencionan que la subespecie Criollo presenta
mayores rendimientos, tanto para el primer como para el segundo corte (Suarez, 2004).
Probablemente este contraste de resultados se deba a las diferentes estrategias de
produccion de biomasa que cada subespecie adquiere frente a cambios en las
condiciones ambientales, cambios generados por distintas épocas de corte o0 por

distintas condiciones de manejo (ej. marcos de plantacion diferentes).

El conocimiento de la dindamica de la particion de biomasa hacia distintos
destinos resulta de gran importancia tanto para mejorar la productividad del cultivo
como para su manejo, como ser por ej., el momento dptimo de corte segln el objetivo

de produccion (ya sea para obtencion de aceites esenciales, de hojas y flores, etc.).

11



1.4.2. Dindmica de produccién de Aceite Esencial durante el ciclo
del cultivo

Un aspecto fundamental cuando se considera la productividad del orégano, es el
contenido y tipo de componentes del aceite esencial de los tricomas de sus hojas y
organos florales ya que determinan su calidad como hierba aromatica saborizante y
medicinal (Ghershenzon et al., 2000). Se define al aceite esencial (AE) como una
mezcla compleja de sustancias quimicas (50-200) pertenecientes, en su mayoria, al
grupo de los terpenos y fenilpropanoides. La cantidad, el tipo y la proporcién de estas
sustancias pueden cambiar con el genotipo, la ontogenia (Dudai et al., 1992; Gumuscl
et al., 2008) y con el lugar geografico donde se establezca el cultivo (D”Antuono et al.,
2002).

Sin embargo son todavia poco claros los efectos ambientales que explican la
variabilidad en la calidad. Se ha demostrado que la acumulacién de esencia es mayor
cuando la luminosidad es mas intensa o de mayor duracion (Bandoni, 2000). Respecto a
la disponibilidad hidrica, gran parte de los trabajos coinciden en que el rendimiento de
esencia aumenta ante condiciones de deficiencia (Marques et al., 2009; Said-Al Ahl et
al., 2009). No obstante. el efecto de factores nutricionales sobre la produccién de AE es
variable, resultando positivo para algunos autores (Said-Al Ahl et al., 2009), negativo
para otros (Azizi et al., 2009) y neutro para otros (Karamanos y Sotiropoulou, 2013).
Asimismo, la densidad de las plantas en el cultivo también influye en el rendimiento de
AE y manejos de altas densidades serian ventajosos tanto en orégano como en otras
especies para la produccion de AE (Nurzynska-Wierdak y Dzida, 2009; Rao, 2002).

En cuanto a aspectos cualitativos del AE, existe una importante influencia tanto
de factores ambientales como geogréficos y temporales en la constitucion de la esencia,
por lo cual la composicion es sumamente variable tanto en ndmero de componentes,
como en proporcion de componentes (Baranauskiené et al., 2013; D'Antuono et al.,
2000; Novak et al., 2010; Sellami et al., 2009). La combinacion de componentes de la
esencia aportan a las caracteristicas organolépticas de la misma, de alli su importancia

en aspectos de calidad. A su vez, timol y carvacrol son dos de los compuestos mas
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caracteristicos del género, y su presencia incluso es considerada como parametro de
identificacion de la esencia en Origanum heracleoticum L. (Molteni, 2011). Sin
embargo la extensa variabilidad en la composicion y proporcion de componentes del AE
dificulta el esclarecimiento acerca de los parametros generales que definen a la esencia
del orégano. Ademas, se desconoce el efecto de ciertos aspectos de manejo, como por

ejemplo, el momento de cosecha, sobre las caracteristicas cualitativos de la esencia.

Por lo expuesto anteriormente, una primera aproximacion para indagar en los
factores que determinan la calidad del orégano, es estudiar la dinamica de la produccion
de AE a lo largo del ciclo del cultivo, asi como también las caracteristicas cuanti y

cualitativas de su esencia en diferentes momentos del ciclo.

Conociendo todos estos aspectos, se podrian definir ideotipos de orégano, que
apunten a mejorar las respuestas a condiciones especificas de cultivo, ya sea a mejorar
los rendimientos en biomasa a través de la optimizacion del uso de la radiacion,
acumulando rapidamente materia seca para destinarla a 6rganos cosechables, o a

priorizar la calidad de dicha biomasa para una mejor produccién de AE.
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1.5. HIPOTESIS

En base al analisis precedente, se plantean las siguientes hipotesis:

a. Las diferencias en las subespecies en cuanto a duracién de ciclo de cultivo
responden a diferencias en requerimientos térmicos y fotoperiddicos.

b. “O. Compacto” posee un menor umbral de respuesta para la induccion a la
floracion, siendo mas sensible al fotoperiodo que “O. Criollo”.

c. La mayor sensibilidad fotoperiddica de “O. Compacto” repercute en un mayor
acortamiento del ciclo del cultivo, y consecuentemente en una menor
productividad en términos de biomasa producida.

d. En el cultivo de orégano existen diferencias genotipicas en la dinamica de
produccion de biomasa asociadas a la arquitectura de las subespecies. Por lo que
el porte erecto de “O. Criollo” lo hace mas eficiente en la captura y el uso de la
radiacion solar.

e. El espaciamiento entre plantas tiene influencia sobre la dinamica de particion de
asimilados y consecuentemente sobre la productividad del cultivo.

f. Arreglos espaciales equidistantes entre plantas aumentan la captura de radiacion
solar y mejoran la productividad del orégano en términos de acumulacion de
biomasa y de produccion de AE.

g. Las caracteristicas cuali-cuantitativas del AE varian segun la época de cosecha y

difieren entre “O. Compacto” y “O. Criollo”.
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1.6.

OBJETIVOS

En subespecies de arquitectura contrastante, O. vulgare ssp. vulgare (“O.

Compacto”, de porte rastrero) y O. vulgare ssp. hirtum letsw (“O. Criollo”, de porte

erecto):

a.

Desarrollar una clave fenoldgica para identificar las fenofases tipicas del ciclo
del cultivo y modelar el desarrollo, cuantificando diferencias genotipicas en los
requerimientos de las fenofases de importancia del ciclo agronémico.
Determinar la respuesta del desarrollo fenoldgico, produccion de biomasa y de
aceites esenciales ante cambios en las condiciones de fotoperiodo.

Evaluar los cambios anatomicos de las yemas en estado vegetativo vy
reproductivo.

Analizar el efecto del marco de plantacion (MP) sobre la dindmica de
crecimiento del cultivo y los componentes del modelo ecofisiolgico de
generacion de rendimiento (eficiencia de uso de la radiacién y particion de
asimilados hacia estructuras vegetativas y reproductivas).

Estudiar la dindmica de producciéon de Aceite Esencial a lo largo del ciclo,
(cantidad, tipo y proporcion de componentes que lo constituyen) y la incidencia
que posee el marco de plantacion y la época de floracién sobre dichas

caracteristicas.
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Capitulo 2

FENOLOGIA DEL CULTIVO DE OREGANO

2.1. INTRODUCCION

La productividad de los cultivos depende de factores ambientales tales como la
temperatura y el fotoperiodo, los cuales influyen en la tasa de crecimiento y la duracién
de las etapas de crecimiento (Ritchie y NeSmith, 1991). Aspectos ecofisioldgicos del
cultivo de orégano tales como su fenologia, y la interaccion con variables ambientales
han sido escasamente estudiados. En particular, en esta especie, no hay una escala
fenoldgica especifica para la identificacion de los distintos estadios de desarrollo, i.e.,

vegetativo, reproductivo y plena madurez.

Actualmente existe una escala universal, la “BBCH-scale”, que puede ser
empleada en cultivos que carecen de escalas fenologicas (Lancashire et al., 1991). A
pesar de que este codigo ha sido adaptado para una gran diversidad de especies como
arboles (lichi (Litchi chinensis Sonn.), guayaba (Psidium guajava L.).), arbustos
(grosella (Physalis peruviana L.)), y plantas herbaceas como lechuga (Lactuca sativa
L.) (Jenni y Bourgeois, 2008; Ramirez et al., 2013; Salazar et al., 2006; Wei et al.,
2013), se ha afirmado que el mismo no seria apropiado para determinar las etapas de
crecimiento de los cultivos herbaceos perennes (Ciha y Wilhelm, 1997). Por lo tanto,
una propuesta alternativa es el desarrollo de un sistema de clasificacion fenologica
basado en caracteristicas morfoldgicas especificas del genero Origanum tales como
presencia de yemas axilares en tallos, y en el patron de formacion de estructuras
reproductivas. Una escala fenoldgica adaptada para Origanum podria ser utilizada para
explorar la variacion genotipica en términos de desarrollo y para guiar el manejo
agrondmico, es decir, definir momentos de cosecha y propagacion y predecir momentos

criticos fenoldgicos como la floracion.

16



La observacion cronoldgica y sistematica de los diferentes estadios fenoldgicos
de un cultivo nos permite conocer la respuesta de una planta a su entorno ecologico
(Arena et al., 1998). A su vez, la division de un ciclo de vida del cultivo en estadios
fenoldgicos sirve para identificar apropiadamente la etapa de desarrollo y cuantificar los

requerimientos térmicos y fotoperiodicos de una especie vegetal.

Predecir los momentos criticos de un cultivo basado en el tiempo cronolégico no
proporciona resultados precisos ya que la longitud de los estadios fenologicos esta
regulada por factores ambientales como la temperatura y el fotoperiodo (Ahmad
Nazarudin et al., 2012). Por lo tanto, la determinacidn precisa de la fenologia requiere el
uso de modelos basados en el tiempo térmico, es decir, la acumulacion de grados dias (°
Cd). Un modelo basado en el tiempo térmico es una herramienta sencilla, ya que se
ejecuta con informacion féacil de obtener a partir de estaciones meteoroldgicas (Baker y
Reddy, 2001). En el orégano, no se han desarrollado modelos de prediccion de tiempo
térmico, ni se han cuantificado los requerimientos de tiempo térmico para estadios

fenoldgicos criticos.

En particular, la cuantificacion de la fenologia a través de un modelo matematico
basado en tiempo térmico permitiria diferenciar si los cambios en el progreso madurez
entre subespecies, pueden ser atribuidos a caracteristicas del genotipo o a cuestiones de
manejo del cultivo. Este enfoque puede ayudar a mejorar las predicciones de las etapas
de desarrollo en ambientes con temperatura variable (Miller P. et al., 2001; Stockle et

al., 2003) y caracterizar las bases fisiologicas de progreso madurez de la especie.

Es asi que los objetivos del presente capitulo son, i) desarrollar una escala de
descripcion fenolégica simple basada en caracteres morfoldgicos comunes del género; y
ii) construir un modelo de desarrollo fenolégico basado en los requisitos térmicos hasta

estadios fenoldgicos criticos, en dos subespecies de orégano de contraste arquitectura.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material bioldgico y disefio de experimento

Se trabajo con plantas de dos subespecies de orégano “Compacto” (Origanum
vulgare ssp. vulgare) y “Criollo” (Origanum vulgare ssp. hirtum letsw.; (Torres et al.,
2012a). Ejemplares de ambas subespecies estan depositados en el herbario ACOR
(FCA, UNC; cddigo AMP 3482 y AMP 3483, respectivamente). Estos ecotipos son
frecuentemente utilizados en la region productora de la Provincia de Cordoba,
destacandose por su rusticidad y adaptacion al ambiente productivo local (Suérez,
2004).

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados, se realizé el Experimento 1
(Exp. 1) durante dos afios sucesivos (dos ciclos), durante septiembre-diciembre de 2010
y septiembre-diciembre de 2011 y bajo sistemas de cultivos diferentes, en el Campo
Escuela de la FCA-UNC, situado en la localidad de Capilla de los Remedios (31° 26°S;
63° 49°W, 360 msnm), cuya temperatura media anual es de 17,7°C y régimen de

precipitaciones de 794 mm anuales.

Las condiciones climéticas prevalecientes durante el periodo de evaluacion
fueron representativas de los registros historicos de la region, a excepcion de la
radiacion solar incidente media, que fue mayor en ambas temporadas. La temperatura
promedio fue casi la misma en ambos ciclos de cultivo, y la radiacion solar fue mayor
en C2 que en C1 (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1 Datos histéricos y medios (C1, 2010 y C2, 2011) durante los dos ciclos de crecimiento de
subespecies de Origanum en Capilla de los Remedios, Argentina (31 ° 26 'S; 63 © 49'0). Temperatura
media mensual (T ©); Radiacién incidente media diaria (RI), y Fotoperiodo medio mensual (P).

SEP OCT NOV DIC  Promedio por Ciclo

TO (OC)
Historico 15.0 19.1 21.4 22.8 19.6
Ciclo 1 14.5 16.8 20.2 24.4 19.0
Ciclo 2 16.1 17.7 22.0 233 19.8
2
RI (Mj/m)
Historico 18.8 22.0 25.5 26.0 23.1
Ciclo 1 17.3 24.5 27.0 30.8 24.9
Ciclo 2 21.1 24.1 28.2 30.2 25.9
P (hs)
Ciclo 1 11.9 12.8 13.6 13.9 13.0
Ciclo 2 12.0 12.8 13.6 14.0 13.1

Para el ciclo uno (C1, 2010), se utilizd6 material de una coleccién de plantas
madres de un afio de edad, situadas en el Campo Escuela de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la U.N.C., provenientes de la zona de produccién de orégano de Villa
Dolores, localidad de las Tapias. Se transplantaron el 1° de Septiembre de 2010 en
macetas de 10 dm3, con sustrato de tierra y vermiculita en igual proporcion. Las
mismas se mantuvieron bajo condiciones de capacidad de campo durante todo el
periodo de ensayo, mediante riegos cada tres dias. A fin de uniformar la altura de los
tallos a 5 cm, se realiz6 un corte de emparejamiento cinco dias luego del transplante. En
el ciclo dos (C2, 2011), plantines obtenidos por propagacion vegetativa fueron
transplantados con un marco de plantacion de 0,70 m x 0,20 m el 9 de septiembre de
2011. Las plantas fueron regadas mediante riegos por gravedad cada tres dias para

complementar la oferta de agua por lluvias y evitar el estrés hidrico en el cultivo.
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El disefio experimental fue en blogues completamente aleatorizados, con tres

repeticiones. Los muestreos se realizaron en tres plantas por unidad experimental (UE).

2.2.2. Determinacién Fenoldgica

Durante C1 se registr6 la duracion de los macro-estadios vegetativos y
reproductivos, y se determinaron diferencias entre las subespecies respecto a la
transicion entre ambos macro estadios. Durante C2, se registro el nimero de tallos por
planta y su estadio de madurez (MS) de manera semanal hasta plena floracion en tres
plantas por unidad experimental (UE), utilizando un sistema de clasificacion fenologica
desarrollado para alfalfa por Kalu y Fick (1981). Se opt6 por adaptar esta escala porque
la alfalfa tiene varias similitudes con orégano en términos de héabito de crecimiento,
ciclo agronémico y manejo de cultivos. La misma reconoce etapas vegetativas, de botdn
floral, floracion y maduracion de frutos. En este estudio, la etapa de fructificacion no
fue registrada porque agrondmicamente el ciclo de orégano termina con la cosecha en
épocas de floracion. Adicionalmente, se agrego una fenofase que incluye el estado de
semillay el periodo de emergencia de plantula (denominada como la etapa S-E), a pesar
de que esta especie se propaga generalmente de manera agamica.

Es asi que la escala fenoldgica resultante se baso en los tipos de érganos que se
generaron a partir de yemas madre (hojas, ramas y estructuras de la flor). La fenologia
se determiné en 3 niveles: en tallos, en plantas y en cultivo. La fenofase a nivel tallo se
defini6 con una categoria de estado de madurez (MS) desde 0 a 3 (fenofases vegetativas,
de Vo a Vs), y desde 4 a 6 (fenofases reproductivas, R4 a Rg). El estado fenoldgico por
planta (MSp) se determinG en base a la categoria de MS predominante de sus tallos
(concepto de mediana). A nivel de cultivos, el estado fenoldgico se determiné como el

MSp exhibido por més del 50% de las plantas dentro de cada UE.

Debido a la naturaleza perenne de la especie, los rebrotes generados durante gran
parte del ciclo enmascaran el progreso de la madurez del cultivo. Por lo tanto, después

de 30 dias de crecimiento inicial el MSp se calculd sin tener en cuenta los brotes que
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tenian MS < 1. Del mismo modo, después de 60 y 80 dias a partir del crecimiento

inicial, los tallos que tuvieron MS <2 y MS < 3 fueron excluidos, respectivamente.

El tiempo térmico (TT, °Cd) hasta cada MS se cuantificé como la sumatoria de
las diferencia entre la temperatura media diaria y la temperatura base del cultivo desde
el comienzo del ensayo hasta plena floracion. En el caso del orégano, la temperatura
base se considerd de 0 °C (Kintzios, 2002a; Lenardis et al., 2006).

2.2.3. Analisis estadistico

Para el estudio del progreso fenoldgico del orégano, el ciclo se dividié en macro-
estadios vegetativos y reproductivos. Por lo tanto, la proporcion relativa de los tallos en
MS 3 y 6 de cada planta en cada UE se represent6 graficamente en funcién de tiempo
térmico acumulado. Se describieron curvas de progreso fenoldgico mediante analisis
graficos, teniendo en cuenta las formas de curva y el inicio de MSp 3y 6, siendo que MS
3y MS 6 representan el final de los macroestadios V y R, respectivamente.

Asi, la proporcion de plantas que llegaron al MSp 3 0 MSp 6 se model6 como
una variable binomial ajusté en funcién del tiempo térmico acumulado. Se ajustaron
modelos no lineales mixtos (logisticos), adicionando a su vez un factor aleatorio a la

pendiente de la evolucion fenoldgica (Ecuacion 2. 1),

y = 1/(1 + Bexp O +wxTD) Ecuacion 2. 1

donde y es el porcentaje de las plantas en MSp 3 o 6; S es el pardmetro
relacionado con el tiempo térmico (° Cd) hasta el comienzo del periodo exponencial de
madurez; yes el pardmetro relacionado con la tasa de progreso fenoldgico; u es el
efecto aleatorio asociado con la pendiente; y TT es el tiempo térmico acumulado. Los
modelos se realizaron mediante el procedimiento PROC NLMIXED en SAS 9.1 (SAS,
2006).
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El tiempo térmico acumulado hasta el punto de inflexion de la curva es el
momento en donde la proporcion de plantas en determinado estado fenoldgico es de
0.50. En el caso del modelo vegetativo, este punto de inflexion se asocio con el
momento de inicio de transicion entre fases vegetativas y reproductivas (Vs-i). El punto
de inflexién en el modelo reproductivo indicé el inicio de la plena floracion (Re-i).
Ambos parametros fueron calculados utilizando la segunda derivada de la funcién

logistica (Passos et al., 2012), ecuacion 2.2,

In (1/8) Ecuacion 2. 2

Inicio de fenofase =
—(y +

La funcion logistica dificulta la prediccion de tiempo térmico acumulado hacia
la plenitud de la proporcion de plantas en una determinada fenofase, esto es, el punto de
plateau de la funcion, debido a que el valor de "x" cuando "y = 1", tiende a infinito
(Mischan et al., 2011). Por lo tanto, para estimar el momento de maxima proporcion de
plantas en cada fenofase, el valor "x" (° Cd) se calcul6 a partir de la funcién logistica
cuando el valor asintético fue de 0.95 en lugar de 1. En el modelo Vegetativo, este
momento se asocid a la transicion entre el periodo vegetativo y reproductivo de la
mayoria de las plantas (pleno-V3), y en el Reproductivo con la méaxima proporcién de
plantas en plena floracion (pleno-Rg). Tanto pleno-V3 como pleno-Rg se calcularon

utilizando la ecuacién 2.3,

Plena fenofase = (In (1/(49 = B)))/—(y + w) Ecuacion 2. 3
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Se optd por determinar estos parametros a través de funciones matematicas
(Ecuacion 2. 2 y Ecuacion 2. 3) ya que producen un ajuste mejor que la simple

interpolacion de la curva logistica (Paine et al., 2012).

El efecto de la subespecie sobre los parametros estimados se evaludé mediante la
prueba T de Student con un nivel de significancia del 5% (Di Rienzo et al., 2014).
Como criterios de bondad de ajuste de se calculo la raiz cuadrada del error cuadratico
medio (RMSE) y el coeficiente de correlacion de Pearson para medir la fuerza de la
asociacion entre el las proporciones de tallos en V3 0 Rg observadas y predichas por el

modelo.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Descripcién Morfoldgica de las subespecies

Las subespecies difieren en la longitud de los entrenudos de las ramas
secundarias (Figura 2. 1), siendo de 2-3 mm en “O. Compacto” y 5-10 mm o0 mayores
en “O. Criollo”. “O. Compacto” exhibio epicastros mas cortos y con un menor nimero
de flores que “O. Criollo”. Este patron de elongacion de los entrenudos, junto con la
longitud de epicastros genera cimas florales contraidas y compactas en “O. Compacto”
y laxa en “O. Criollo” (Figura 2. 1 y Figura 2. 3).

El patrén tipico de ramificacion de cada subespecie genera un habito de
crecimiento rastrero en “O. Compacto” y erecto en “O. Criollo”. Sin embargo, en las
etapas avanzadas de desarrollo, es decir, cuando se produjo la formacion de ramas
florales, se observd que el caracter de rastrero de “O. Compacto” fue atenuado debido al

habito erecto tipico de estas ramas (Figura 2. 3).

Figura 2. 1 Esquema de la arquitectura de la rama floral y disposicion de epicastros (Ep) y ramas
secundarias (R.2 °) en dos subespecies de O. vulgare: “O. Compacto” (0.CO) y “O. Criollo” (O.CR).
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2.3.2. Descripcion de la Escala Fenoldgica

En base a las principales etapas del ciclo del cultivo, el mismo se dividio en dos
macro-estadios fenoldgicos: estadios Vegetativos (V) y Reproductivos (R). EI progreso
de la fenologia del cultivo se evalu6 calculando MSp de manera semanal, el cual se
dividio en siete categorias, desde 0 hasta 6 (Figura 2. 1 y Figura 2. 3), segtn el grado de
desarrollo de las yemas axilares del tallo principal. EI macro-estadio “V”’, abarca los MS
de 0 a 3, mientras que, el “R”, abarca MS de 4 a 6 (Tabla 2. 2). En este estudio, la
fenofase de Semilla-Emergencia (S-E) no fue registrada ya que el cultivo se inici6 a
partir de plantines propagados por estacas, método tipico de propagacion de la especie.

Las fases fenologicas correspondientes a los macro-estadios vegetativo y
reproductivo se registraron a nivel de tallo individual y a nivel de cultivo ( Figura 2.2y
Figura 2. 3).
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Tabla 2. 2. Escala fenol6gica de Origanum ssp. y descripcion de macroestadios Vegetativos (V) y Reproductivos (R). Fenofases determinadas segin estados de madurez de
los tallos (MS, desde 0 a 6). MS definidos por los tipos de 6rganos generados a partir de las yemas de los tallos (hojas, ramificaiones, y estructuras florales) al momento de la

obsetvacién fenoldgica.

Fenofase Denominacién Descripcién morfoldgica

S-E Semilla-Emergencia Estado de semilla o emergencia a partir de la siembra

Vo Vegetativo temprano  Yemas axilares no visibles a lo largo del tallo principal

V, Vegetativo Medio Al menos dos nudos con yema axilar desarrollada (primer par de hojas de la ramificacion
secundaria desarrollada) a lo largo del tallo principal

Vs, Vegetativo Tardio Al menos dos nudos con ramificacion secundaria desarrollada (despegada del eje
principal) a lo largo del tallo principal

V3 Transicion Presencia de Botdn floral apical en el tallo principal

R4 Pre-Floracién Presencia de botones florales en al menos 3 ramificaciones secundarias del eje principal

Rs Inicio de Floracion Hasta tres ramificaciones secundarias del eje principal con una flor abierta por epicastro

Re Plena Floracion Mas de tres ramificaciones secundarias del eje principal con mas de una flor abierta por

epicastro
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Figura 2. 2. Fases Fenologicas vegetativas para dos subespecies de orégano, O. vulgare ssp. vulgare “O.
Compacto”; O. vulgare ssp. hirtum letsw. “O. Criollo”. V,: vegetativo temprano; V;: vegetativo medio;
V/,: vegetativo tardio; V: vegetativo de transicion. A, vista 10x; B, vista individual; C, vista de cultivo.
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Figura 2. 3. Representacion de fases fenoldgicas reproductivas para dos subespecies de orégano, O.
vulgare ssp. vulgare “O. Compacto”; O. vulgare ssp. hirtum letsw.“O. Criollo”. Ry4: pre-floracién;
Rs:inicio de floracién; Rg: plena floracién. A, vista 10x; B, vista individual; C, vista de cultivo.

2.3.3. Modelado del desarrollo fenolégico

La evolucién fenoldgica de cada macroestadio V y R fue representada
adecuadamente para ambas subespecies por modelos logisticos (Ecuacion 2. 1). Las
subespecies difirieron en el requerimiento térmico hasta el punto de inflexion y de
plateau, siendo significativamente menores para “O. Compacto” que para “O. Criollo”
(P<0,05; Tabla 2. 3y Tabla 2. 4y Figura 2. 4 y Figura 2. 5).
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Tabla 2. 3. Parametros (x Error Estandard, EE) del modelo logistico ajustado para la evolucion fenolégica
del macroestadio Reproductivo en dos subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo”).
Los puntos criticos de la curva R6-i y Pleno-R6 indican el tiempo térmico acumulado hasta el comienzo
de la plena floracion y hasta plena floracion, respectivamente.

Parametros “O. Compacto” “O. Criollo”
B 1400.0 + 860.0 3180.7 £1914.5
Y 4,506 + 0.382 4.700 + 0.369
R6-i (°Cd) 1607.98 + 2.8 x10”’ 1718.17 £ 7.26
b a
Pleno-R6 (°Cd) 2261.53 + 3.9 x10” 234547 £9.91
b a

Letras distintas entre columnas indican medias estadisticamente diferentes segln Prueba T de Student
(P<0.05).

Tabla 2. 4. Parametros (+ Error Estandard, EE) del modelo logistico ajustado para la evolucion fenolégica
del macroestadio Vegetativo en dos subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo”).
El punto critico de la curva Vs-i indica el tiempo térmico acumulado hasta el comienzo de la fenofase de
transicion V.

Parametros “0. Compacto” “QO. Criollo”

B 67.056 + 35.0 699.8+ 583.4

¥ 4.660 + 0.640 6.543+ 0.898

Vs-i (°Cd) 902.5+8.1" 1001.6 + 1.4°
b a

Letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segun Prueba T de Student (P<0.05).

“0. Compacto” requirid menos tiempo térmico (aproximadamente 100°Cd) que “O.
Criollo” para comenzar con la fenofase de transicion (V3; Tabla 2. 4 y Figura 2. 5). En
cuanto al desarrollo reproductivo, Rg-i ocurrié alrededor de 6 dias antes en “O.
Compacto” (considerando una temperatura media histérica de la region de = 19 °C), 0
111 °Cd antes que en “O. Criollo” (Tabla 2. 3 y Figura 2. 4). Por otra parte, “O.
Compacto” requirio una acumulacion de 84 °Cd menos de “O. Criollo” para alcanzar la
plena madurez, representada por pleno-Rg (Tabla 2. 3). Finalmente, el fin del ciclo de
crecimiento en “O. Compacto” ocurrié aproximadamente 4 dias antes que el de “O.
Criollo” (considerando una temperatura media en el area de estudio de =~ 23 °C durante

floracion).
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Figura 2. 4. Modelo de evolucién fenologica de estadios reproductivos en términos de proporcion de
plantas (PP) en Re, ajustado para dos subespecies de Orégano, O. vulgare ssp. vulgare: “O. Compacto”;
O. vulgare ssp. hirtum (letsw.): “O. Criollo”. Las lineas verticales verticales indican R6-i (tiempo térmico
hacia punto de inflexién de la curva).
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Figura 2. 5. Modelo de Evolucién Fenolégica de estadios Vegetativos en términos de proporcion de
plantas (PP) en V3, ajustado para dos subespecies de Orégano, O. vulgare ssp. vulgare: “O. Compacto”;
O. vulgare ssp. hirtum (letsw.): “O. Criollo”. Lineas verticales verticales indican V3-i (tiempo térmico
hacia punto de inflexion de la curva)
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El modelo reproductivo mostré un mejor ajuste que el vegetativo, tal como es
observado a traves de un mayor coeficiente de correlacion y un menor RMSE. La
regresion entre la proporcion de tallos en Rg estimada vs. observada mostro levemente

un mejor ajuste en “O. Criollo” que en “O. Compacto” (Tabla 2. 5).

Tabla 2. 5. Bondad de Ajuste de los modelos logisticos ajustados para el estudio de la evolucidn
fenoldgica reproductiva y vegetativa del cultivo, en dos subespecies de Origanum vulgare (“O.
Compacto” y “O. Criollo”).

Criterio de Modelo Reproductivo Modelo Vegetativo
Ajuste “0O. Compacto” “O. Criollo”  “O. Compacto”  “O. Criollo”
r 0.91 0.96 0,69 0,68
RMSE 0.1151 0.1086 0.1460 0.1515
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2.4. DISCUSION

2.4.1. Modelado del desarrollo fenolégico

Debido a que en orégano aun no ha sido desarrollada una escala para describir
cuantitativamente los estados fenoldgicos de esta especie, en primer lugar se adaptd un
sistema de clasificacion usado en alfalfa (Kalu y Fick, 1981). Como cultivo, la alfalfa
tiene muchas similitudes con Origanum tales como habito de crecimiento, el rasgo
perenne, y los eventos fenoldgicos claves que definen la calidad de la cosecha y el
momento de cosecha (floracion). Si bien la escala BBCH (Lancashire et al., 1991) es
una alternativa genérica y ha sido adaptada para numerosas especies, diversos aspectos
explican las ventajas de utilizar esta escala de alfalfa. En primer lugar, el codigo BBCH
carece de la precision necesaria para los cultivos perennes herbaceos incluyendo
especies que se desarrollan tanto en las estaciones calidas como frias, pero mas
importante es que es ineficaz para proporcionar una vinculacién cuantitativa con el
tiempo térmico, aspecto muy importante si se pretende predecir la fenologia para
comprender los efectos ambientales y de manejo (Ciha y Wilhelm, 1997). Ademas, en
ciertos cultivos tradicionales, se sugiere utilizar métodos o escalas fenoldgicas ya
ajustadas que se demostraron eficaces o estdn ampliamente aceptadas y no la escala
BBCH. Por lo tanto, una adaptacion de la escala de alfalfa es mas apropiado utilizar esta

nueva escala antes que la readaptacion de una escala universal.

Un sistema no destructivo de determinacion fisiologica para caracterizar las
etapas de desarrollo a través de pardmetros cualitativos y cuantitativos (Wang y Engel,
1998) puede ser utilizado para el establecimiento de las bases para futuros estudios
ecofisiolégicos de la especie asi como también para la adaptacion de las practicas de
manejo del cultivo y la incorporacion de nuevos ambientes para su produccion. Este
sistema también puede ser Util para cuantificar las diferencias entre los ecotipos al
distinguir rasgos genotipo-dependientes (efecto de genotipo) de rasgos ambiente-

dependientes (efecto ambiente).
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Teniendo en cuenta estos aspectos cruciales, se propone un sistema fenoldgico
particularmente destinado a los cultivos de propagacion agamica, en los cuales los
estados fenologicos tempranos se determinan unos pocos dias después del transplante de

los propagulos y los ultimos alrededor de plena floracion (momento 6ptimo de cosecha).

Las mayores diferencias morfolGgicas entre subespecies se evidenciaron
principalmente en estructuras de la flor, especialmente en entrenudo y longitud de la
epicastro, dos factores que confieren caracteristicas diferenciales al tipo de la rama
floral (Figura 2. 1 y Figura 2. 3). A pesar de estas diferencias marcadas (Torres et al.,
2012b), la presente clasificacion fenoldgica incluye la determinacion de aspectos
simples tales como la observacion o no de yemas axilares o presencia de botones
florales. Esto hace a esta clave muy versatil para su uso en diferentes ecotipos,
basandose principalmente en el progreso del desarrollo de las yemas axilares (Tabla 2.
2).

2.4.2. Fenofases criticas de Origanum ssp. y requerimiento
térmico

Esta clave también se pudo utilizar para hacer un enfoque cuantitativo y evaluar
las diferencias entre las subespecies en relacion a los requerimientos térmicos hasta
estadios fenologicos criticos. Asi, a través de esta escala se estudiaron los
requerimientos de tiempo térmico para las fenofases V3 y Rg, y se centrd en las posibles

diferencias entre los genotipos, particularmente en términos de tasa de desarrollo.

El progreso fenoldgico estuvo representado adecuadamente por un modelo
logistico basado en el tiempo térmico. El ciclo méas corto y el menor requerimiento
térmico tanto de la plena como del inicio de floracion en “O. Compacto”, se explico a
través de su llegada mas temprana a Re-i y pleno-Rg (Tabla 2. 3), demostrando su
mayor tasa de desarrollo respecto a “O. Criollo” (Figura 2. 4).

Determinar a la etapa de transicion como fenofase especifica V3 fue de particular

interés ya que la misma representa el fin de la etapa vegetativa del cultivo. Esta fenofase
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se asocia al momento del ciclo en que la velocidad de madurez comienza a

desacelerarse, probablemente debido a que los 6rganos florales estan desarrollandose.

En correspondencia con el menor requerimiento térmico de la fenofase de
floracion, el cambio anticipado a la etapa reproductiva por parte de “O. Compacto” (P <
0,05; Figura 2. 5y Tabla 2. 4), evidencia su mayor precocidad.

Teniendo en cuenta la totalidad de la curva en el modelo reproductivo se puede
observar que ambas subespecies comienzan a diferenciarse una de otra con anterioridad
al punto de inflexion, aproximadamente a los 900 °Cd en “O. Compacto™, y a los 1100
°Cd en “O. Criollo”, valores similares a los estimados para Vs-i. Por consiguiente, la

fenofase de transicion V3 puede ser ya visualizada en el modelo reproductivo.

A pesar de que los parametros de ajuste del modelo vegetativo fueron adecuados
en términos estadisticos, bioldgicamente el modelo no estima valores correctos respecto
al plateau de la curva, esto es, la plenitud del estadio V3, registrandolo en un momento
muy avanzado del ciclo del cultivo, semejante al de inicio de floracion. Esto se atribuye
a las caracteristicas propias de la especie en cuanto a su perennidad, lo cual hace que
nuevos rebrotes aparecen continuamente hasta en los comienzos del periodo de
floracion. Ademas, el corto periodo de desarrollo vegetativo y el gran solapamiento
entre crecimiento vegetativo y reproductivo de la especie, dificultdé una clara
visualizacion de V3 en su plenitud. Sin embargo, esto no impidié una adecuada
descripcion de este macroestadio, habiéndose demostrado claramente las diferencias

entre subespecies en cuanto al inicio de la fase V3 (esto es, Vs3-i).

En esta oportunidad, el desarrollo Origanum ssp. fue estudiado bajo condiciones
naturales de un ciclo de cultivo, desde finales de invierno a principios de verano, con un
fotoperiodo medio de 13h (Tabla 2.1). Este género ha demostrado ser sensible al
fotoperiodo, como planta de dia largo (Circella et al., 1995). En consecuencia, surge la
hipdtesis de que las diferencias genotipicas halladas en cuanto al requerimiento térmico
hacia fenofases criticas podrian estar asociadas a respuestas fotoperiddicas diferenciales.
Al respecto, cabe recordar que “O. Compacto” solo florece una vez, a fines de
primavera, mientras que “O. Criollo”, lo hace a mediados de verano y también a fines

de esta estacion. Esto sugiere que la sensibilidad fotoperiddica y por ende la respuesta
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ante la longitud del dia varia entre las subespecies, existiendo diferencias en el momento
y umbral de induccion a floracion. “O. Compacto” solo se induce una vez Yy necesita
exclusivamente de dias alargandose, por lo cual su respuesta fotoperiddica es de tipo
cualitativa de dia largo. Mientras que “O. Criollo” se vuelve a inducir a fines de verano,
es decir, con dias aun largos aunque acortandose, por lo cual su respuesta en este caso

de tipo cuantitativa de dia largo (Taiz y Zeiger, 2006).

En el capitulo siguiente se profundizara sobre la influencia que tendria el
fotoperiodo sobre el requerimiento térmico, pues este enfoque ofrece una herramienta

para caracterizar cuantitativamente estos aspectos.
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2.5. CONCLUSIONES

En base a observaciones secuenciales de desarrollo del cultivo de orégano y, a
pesar de las diferencias en la morfologia y duracion del ciclo entre subespecies de
Origanum vulgare, pudo construirse una clave fenoldgica sencilla. A través de esta
clave el ciclo del cultivo puede ser dividido en dos macroestadios (V y R) con sus

correspondientes fases fenoldgicas, desde Vy a V3, hasta R4 a Re.

El desarrollo fenolégico fue adecuadamente determinado a través de modelos de
tipo sigmoides, a partir de los cuales se pudieron estimar las fenofases criticas (Vs y
Re).

El tiempo térmico requerido hasta plena floracion (Rg) fue menor en “O.
Compacto” (2260 °Cd) que en “O. Criollo” (2345 °Cd), confirmando parcialmente lo
establecido en las hipoétesis iniciales de la presente tesis, esto es, las diferencias
genotipicas en cuanto a duracion del ciclo del cultivo responden a diferencias en
requerimientos térmicos (ver hipdtesis a y b, Capitulo 1, pag. 14). Esta precocidad de
“0. Compacto” correlacion6 con una transicion crecimiento Vegetativo/Reproductivo
anticipada. A pesar de que los modelos fueron lo suficientemente precisos para predecir
los requerimientos de tiempo térmico en todo el ciclo del cultivo, estudios adicionales
serian necesarios para explorar si las diferencias entre las subespecies podrian estar
relacionadas con una respuesta fotoperiddica genotipo-dependiente. Esto serd analizado

en el siguiente capitulo.

La formacién de una clave fenoldgica especifica para orégano y la modelacion
cuantitativa de su desarrollo contribuyen a poder estimar rapidamente la madurez y el
estado fenoldgico del cultivo asi como también a un mejor entendimiento de los
aspectos ecofisiologicos que subyacen el crecimiento y el rendimiento del género

Origanum.
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Capitulo 3

RESPUESTA FOTOPERIODICA DEL CULTIVO DE
OREGANO

3.1. INTRODUCCION

La calidad de la cosecha en orégano depende exclusivamente de la proporcion
de drganos florales, ya sea que el objetivo de produccidn sea para hierba seca como la
extraccion de su aceite esencial o de extractos (ISO, 1999). Por lo tanto uno de los
factores que definen la productividad en orégano es la cantidad de biomasa acumulada
hasta el momento de cosecha, y consecuentemente, su particion hacia 6rganos florales
(Lenardis et al., 2006). La temperatura y el fotoperiodo son los principales factores
ambientales que determinan la cantidad de biomasa total producida en los cultivos, ya
que regulan tanto la tasa de crecimiento como la duracion del ciclo de crecimiento
(Ritchie y NeSmith, 1991). En el caso de orégano, existe variabilidad intraespecifica en
la duracion del periodo brotacion-floracion (Davidenco et al., 2015; Lenardis et al.,
2006). Sin embargo no ha sido constatado si la respuesta tanto a temperatura como a

fotoperiodo difiere entre las distintas subespecies.

Asimismo, la calidad del producto cosechado tiene una relacion directa con el
contenido de aceite esencial, el cual es maximo en floracion (Berghold et al., 2008;
Kizil et al., 2008; Sellami et al., 2009). Es asi que la etapa de floracion es una de las
etapas que finalmente determinaran la productividad del cultivo, ya sea en términos de

rendimiento en biomasa o de aceite esencial.

Los factores que regulan el evento de floracion en orégano son poco claros. A
pesar de que esta especie ha sido clasificada como planta de dia largo (Circella et al.,
1995; Dudai et al., 1989), estudios previos manifiestan la existencia de cierta
variabilidad tanto en la ocurrencia de la floracién (nimero de veces que se produce en el
afio), como en el momento de la misma (época) (Davidenco et al., 2015; Suarez, 2004).

Esto sugiere que la sensibilidad fotoperiodica y por ende la respuesta ante la longitud
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del dia varia entre las distintas poblaciones de orégano, por lo cual es necesario

profundizar el estudio del proceso de determinacion de la floracion.

El objetivo de este capitulo es evaluar en dos subespecies tradicionales de
orégano, la influencia del fotoperiodo sobre el desarrollo en términos de duracion de

fases fenoldgicas criticas, y sobre su productividad de biomasa y aceite esencial.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material biologico y Disefio Experimental

Al igual que en el Exp. 1 (Capitulo 2), la respuesta fotoperiddica del cultivo se
evalud sobre el mismo material biolégico y durante dos afios sucesivos de produccion
(C1 y C2). En este Experimento 2 (Exp. 2) se incluyo el tratamiento de Fotoperiodo

como fuente de variacion.

A través de la prolongacion artificial del fotoperiodo, se evalu6 la sensibilidad
fotoperiddica y su incidencia en el desarrollo, en la duracion de fases fenologicas y en la
dinamica de crecimiento. A continuacion se detallan los niveles de tratamiento

resultantes:

Tratamiento Fotoperiodo: Dos niveles de fotoperiodo, natural (FN) y extendido en seis
horas (FE). Estos tratamientos fueron impuestos desde el 7 de septiembre (C1), y 9 de
septiembre (C2) con un fotoperiodo actual promedio de 12,5 h. y se prolongaron hasta
el 14 de diciembre (C1), y 16 de diciembre (C2), con un fotoperiodo actual promedio de
15,1 h. Para la extension de las horas de luz, se fijaron dos tubos fluorescentes de baja
intensidad en un armazén portatil de acrilico. Dicha estructura se coloco sobre estacas

en el suelo a una altura de 90 cm. (Figura 3. 1).
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Figura 3. 1. Experimento 2. Respuesta fotoperiodica de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O.
Criollo™), bajo dos condiciones fotoperiddicas, Fotoperiodo natural (FN), y Fotoperiodo extendido (FE).
Ciclo 2. Campo Escuela de la FCA-UNC, Capilla de los Remedios, Cérdoba, Argemtina.

Los tubos fueron conectados a un temporizador que de manera automaética
regulé el encendido y apagado de las luces. De modo tal de mantener una diferencia de
6 horas con FN, el temporizador fue regulado semanalmente teniendo en cuenta el
fotoperiodo actual. Para el C1, las macetas del tratamiento FE fueron colocadas debajo
de la estructura luminica, y en el caso del C2, las plantas fueron transplantadas por fuera
de la misma para corregir posibles efectos de carga térmica. La radiacion provista por

dicha estructura sélo incrementé en un 2% a la radiacion solar actual en un dia soleado.

Tratamiento Subespecie: i) “O. Compacto” (Origanum vulgare ssp. vulgare), y ii) “O.
Criollo” (Origanum vulgare ssp. hirtum letsw.). Estas subespecies presentan diferencias

en el patron de floracion.

El disefio experimental fue en parcela dividida con tres repeticiones, donde la
parcela principal fue el tratamiento de Fotoperiodo (FN y FE) y la subparcela las
subespecies (“O. Compacto” y “O. Criollo™). Las unidades de observacién fueron todos
los tallos para las variables fenoldgicas y de biomasa, mientras que para longitud de

tallo y nimero de nudos fue un tallo elegido al azar por planta.
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Para el seguimiento fenoldgico y célculo de tiempo térmico se utilizd el mismo

criterio explicado en el Capitulo 2.

3.2.2. Parametros evaluados

a. Fenologia: se contabilizd la cantidad de tallos en cada MS y se registrd
semanalmente el MSp definiéndolo a través de la categoria de tallos mayoritaria
(Ver Capitulo 2).

b. Tiempo Térmico (TT, °Cd): calculado para las fenofases V3 y Rg, como la
sumatoria de la diferencia entre la T° media diaria y la T base del cultivo (en este
caso, 0 °C), a partir del inicio de los registros fenoldgicos. La temperatura media
del sitio experimental fue registrada por una casilla meteorologica ubicada a 200
m del ensayo.

c. Numero de Nudos (N°Nd): Se relevo durante el ciclo 2, en un tallo por planta, en
tres plantas por UE a partir del 14 de septiembre y hasta que cada UE llegd hasta
Re, con una frecuencia semanal.

d. Longitud de tallo (LT, cm): Se midié durante el ciclo 1, en cada unidad
experimental, en dos tallos elegidos al azar por cada UE, a partir del 14 de
septiembre y hasta que cada UE llegd hasta Rg, con una frecuencia semanal.

e. Biomasa total por planta (BP) y por Tallo promedio (Brta=biomasa total de
planta/n® tallos), en gramos de peso seco, medidas en momento de cosecha (Rg).

f. Contenido de AE (% peso seco) se determinaron en plena floracion. El aceite
esencial se obtuvo mediante destilacion por arrastre con vapor de agua (Evans y
Trease, 1995; Robbers et al., 1996), utilizando extractores de esencias de
acuerdo a los métodos farmacognosticos de Farmacopea Argentina (2003). La
cantidad obtenida se midié por lectura del tubo graduado del equipo de

destilacion.
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3.2.3. Andlisis Estadistico

Para determinar la evolucion fenoldgica de cada combinacion de tratamiento, la
proporcion relativa de los tallos en MS 3 y 6 de cada planta en cada UE se representd
graficamente en funcion de tiempo térmico acumulado. Curvas de progreso fenol6gico
se describieron mediante analisis graficos, teniendo en cuenta la forma de las curvas y el
inicio de MS 3y 6. Se ajustaron modelos logisticos de la misma manera que lo hecho en
el Capitulo 2 (Ecuacion 2. 1), de modo tal de comparar el efecto fotoperiddico sobre la
evolucion de la fenologia. El efecto individuo (planta) sobre el modelo de progreso
fenolégico fue considerado aleatorio y se introdujo en mismo para tener en cuenta la
correlacion longitudinal en los datos registrados sobre una misma planta, ya que las
mediciones fueron repetidas en el tiempo sobre la misma UE. Los tratamientos se
compararon a través de los parametros estimados Vs-i, pleno-Vs, Re-i, y pleno-Rg, con

las mismas funciones que las citadas en el Capitulo 2 (Ecuacién 2. 2 y Ecuacién 2. 3).

El efecto de la subespecie sobre los parametros estimados se evalu6 mediante
ANAVA y para la comparacion de medias se utilizé el test LSD de Fisher con un nivel
de significancia del 5% (Di Rienzo et al., 2014). Como criterios de bondad de ajuste de
los modelos fenoldgicos se utilizo la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE) y
el coeficiente de correlacion de Pearson para medir la fuerza de la asociacion las

proporciones observadas y predichas por los modelos.

En cuanto a variables de crecimiento, se analizaron a través de ANAVAS segun
disefio en parcelas divididas. Para la comparacion de medias se utilizd el test LSD de
Fisher con un nivel de significancia del 5%. También se realizaron regresiones lineales
explicando el crecimiento en funcion del tiempo a través de la variable LT, para cada

condicién de fotoperiodo.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Modelado  del desarrollo  fenoldgico, respuesta
fotoperiddica y su incidencia en los requerimientos termicos

Bajo condiciones de fotoperiodo extendido, la evolucion fenolégica de los
macro-estadios V y R fue adecuadamente descripta por modelos logisticos (ver
Ecuacién 2. 1, Capitulo 2). Ambos ecotipos respondieron al aumento del fotoperiodo
con la reduccién tanto de la longitud de su ciclo como del periodo vegetativo, lo cual se
vio reflejado en las curvas de progreso fenoldgico anticipadas de FE respecto a FN
(Figura 3. 2 'y Figura 3. 3).

1.00+1
mm O. Criollo
== 0. Compacto
0.751
w
o
4 0501
o
0.251
0-00' --.---::: ..... | | |
0 625 1250 pp —

Tiempo térmico (°Cd)

Figura 3. 2. Modelo de Evolucién Fenoldgica de estadios Reproductivos en términos de proporcion de
plantas (PP) en Rg, ajustado en dos subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo™),
bajo dos condiciones fotoperiddicas, Fotoperiodo natural (FN) en lineas continuas; y Fotoperiodo
extendido (FE) en lineas discontinuas. Experimento 2.
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Figura 3. 3. Modelo de Evolucién Fenoldgica de estadios Vegetativos en términos de proporcion de
plantas (PP) en Vs, ajustado en dos subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo”),
bajo dos condiciones fotoperiodicas, Fotoperiodo natural (FN), y Fotoperiodo extendido (FE). Linea
continua, FN; Linea discontinua, FE.

Asimismo, la interaccion entre los factores subespecie y fotoperiodo fue
significativa (valor p <0.0001) en la determinacién del tiempo térmico, confirmando
entonces que si bien ambas subespecies redujeron su requerimiento hacia las fenofases
criticas V3 y Rs, existio un efecto genotipico diferencial en la magnitud de dicho

acortamiento (Figura 3. 4).
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Figura 3. 4. Tiempo Térmico acumulado (°Cd) desde el inicio del ensayo hasta el final del periodo
vegetativo (V5) y hasta el final del ciclo (Rg), para dos subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto”
y “O. Criollo”), bajo dos condiciones fotoperiodicas, Fotoperiodo natural (FN), y Fotoperiodo extendido
(FE). Letras distintas dentro de V3 y Rg indican diferencias estadisticamente significativas entre cada
combinacion de fotoperiodo*subspecie, segin Test LSD de Fisher (P<0.05).

Respecto a los parametros estimados, “O. Criollo” comenzo la fenofase de plena
floracion aproximadamente 220 °Cd antes que “O. Compacto” (Re-i), diferencia que se
incremento al final del ciclo en aproximadamente 500 °Cd (pleno-Rg; Tabla 3. 1). La
duracioén del periodo de crecimiento vegetativo, por el contrario, no detect6 diferencias
estadisticamente significativas en la respuesta fotoperiddica de cada subespecie (Tabla
3. 2). Aun asi, los resultados observados en el modelo reproductivo sugieren que bajo
condiciones de Fotoperiodo Extendido, el umbral fotoperiddico de induccion a floracién
es menor en “O. Criollo” puesto que la magnitud del acortamiento de su ciclo fue

considerablemente mayor.
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Tabla 3. 1. Parametros del modelo logistico ajustado para la evolucion de estadios Reproductivos en dos
subespecies de Origanum vulgare, bajo condiciones de fotoperiodo extendido. Los puntos criticos de la
curva Rg-i y Pleno-Rg indican el tiempo térmico acumulado hasta el comienzo de la plena floracion y
hasta plena floracion, respectivamente en funcién del tiempo térmico acumulado.

Parametros “0. Compacto” “Q. Criollo”
B 214.22 £ 84.6 1203.82 = 567.7
% 3.917 £ 0.351 6.125 + 0.463
Rei 1387.0 + 18.6 1165.3bi 117
a
Pleno-Rs 2147.9 +28.8 1649.0bt 16.6
a

Letras distintas entre columnas indican medias estadisticamente diferentes segin Prueba T de Student
(P<0.05).

Tabla 3. 2. Pardmetros (+ Error Estandar) del modelo logistico ajustado para la evolucion de estadios
Vegetativos en dos subespecies de Origanum vulgare, bajo condiciones de Fotoperiodo Extendido. El
punto critico de la curva V3-i indica el tiempo térmico acumulado hasta el comienzo de la fenofase de
transicion Vs.

Parametros “0. Compacto” “Q. Criollo”
B 79.98+47.4 93.20 £ 495
% 6.203 = 0.927 6.392 £ 0.913
Vaii 707.6 £ 6.5 714.1£9.7
a a

Letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segun Prueba T de Student (P<0.05).

En cuanto al ajuste de los modelos, el modelo reproductivo mostrd6 mejores
coeficientes de correlacion y menores valores de RMSE que el modelo vegetativo
(Tabla 3. 3). Esto puede deberse seguramente a las mismas dificultades que las
encontradas en el modelo vegetativo bajo FN, en donde tanto la perennidad de la
especie y su continua generacion de rebrotes, en combinacién con el solapamiento de
etapas vegetativas y reproductivas, y el corto periodo de crecimiento vegetativo,
dificultaron la estimacién de la plenitud del estadio V.
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Tabla 3. 3. Bondad de Ajuste de los modelos logisticos ajustados bajo condiciones de fotoperiodo
extendido para el estudio de la evolucién fenolégica reproductiva y vegetativa del cultivo, en dos
subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo™).

Criterio de Modelo Reproductivo Modelo Vegetativo
ajuste “0O. Compacto”  “O. Criollo”  “O. Compacto”  “O. Criollo”
r 0.91 0.97 0.54 0.62
RMSE 0.1492 0.1204 0.2109 0.1630

3.3.2. Respuesta fotoperiddica y su incidencia en la produccion
de biomasa y Aceite Esencial (AE)

Respecto a la productividad en términos de biomasa acumulada y produccion de
AE, los resultados se expresan en la Tabla 3. 4. La variable biomasa por tallo (Ban)
mostro interaccion subespecie*fotoperiodo significativa, mientras que para las variables
nimero de nudos por tallo (N°Nd) y contenido de AE (% en Peso Seco) los efectos
genotipicos y fotoperiodicos actuaron de manera independiente, sin interaccion entre
ambos.
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Tabla 3. 4. Nudos por Tallo (N°Nd), Biomasa por Tallo (g; Bray) Y Produccién de AE (% PS), en dos
subespecies de Origanum vulgare (“O. Compacto” y “O. Criollo”), segin dos condiciones fotoperiodicas,
Fotoperiodo natural (FN), y Fotoperiodo extendido (FE).

Anadlisis de la Varianza N°Nd Bran AE
Fotoperiodo 0,006 <0,0001 0.0247
Subespecie 0,012 ns 0.0476
Subespecie * Fotoperiodo ns <0,0001 ns

Fotoperiodo

FN 22 a 127 a 2.04 a

FE 26 b 0,64 b 2.67Db
Subespecie

“Q0. Compacto” 22 a 0,95 2.62 a

“Q. Criollo” 26b 0,96 2.09 b

Interaccion de Tratamientos

“0. Compacto” * FN 20 1,48 a 2,23
“0. Criollo” * FN 23 1,06 b 1,86
“0. Compacto” * FE 24 0,43 d 3,02
“O. Criollo” * FE 29 0,86 c 2,33

Nota: Letras distintas entre cada combinacion de Subespecie*Fotoperiodo, indican diferencias
estadisticamente significativas segin Test LSD de Fisher (P<0.05), y entre cada factor separado
(Fotoperiodo o Subespecie), segin Prueba T de Student (P<0.05).

Analizando el proceso de generacion de biomasa, bajo FN, “O. Compacto”
exhibié mayor Bty que “O. Criollo”, pero ante condiciones de FE esta variable se vid
reducida en ambos genotipos. En este sentido, “O. Compacto” manifestd dicha
disminucion en mayor proporcion que “O. Criollo”, delatando la interaccion

significativa entre factores.

Por otro lado, Bty esta conformado por la sumatoria del nUmero de nudos por
tallo, que es indicador de la biomasa de hojas, y la biomasa del tallo propiamente dicho.
En este sentido, N°Nd aument6 ante condiciones de FE. Resultados similares se
encontraron en otras especies de dia largo como trigo y cebada (Cao y Moss, 1989;

Slafer et al., 1994), en donde la tasa de aparicion de hojas se ve incrementada con el
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aumento de las horas de luz. Asi, en orégano el filocrono fue menor ante estas

condiciones, es decir, presentd menor requerimiento térmico para la aparicion de hojas.

En cuanto a las diferencias genotipicas en N°Nd “O. Criollo” diferencid mayor
cantidad bajo cualquier condicion fotoperiddica, al igual que lo observado por Torres et
al. (2012b). Por lo tanto si se considera la respuesta fotoperiddica en cuanto a la
biomasa de tallo, el mayor valor de By, de “O. Criollo” bajo FE se explica por su

mayor cantidad de nudos y consecuentemente mayor biomasa de hojas.

Otro de los factores que también explica la acumulacién de biomasa es la
longitud de los tallos. En el ciclo 1, esta variable también se vio reducida ante
condiciones de FE (Figura 3. 5) por lo cual, a pesar de que la prolongacién de horas de
luz generd una mayor diferenciacion de nudos en ambas subespecies, esto no redundo

en una mayor biomasa en ninguna de las subespecies bajo tales condiciones.

50,0y -+~ O.Compacto - FN s~ 0.Criollo -FN

—— 0. Compacto -FE —— O.Criollo - FE
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Figura 3. 5. Evolucion de la longitud del tallo (LT, cm) en funcién de los dias desde el transplante para
dos subespecies de orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo”) bajo dos niveles de fotoperiodo (FN, natural;
FE, extendido).

Sumado a esto, el acortamiento del ciclo del cultivo (Figura 3. 4) también
explicd la menor By, Ya que generd la transicion anticipada entre el periodo vegetativo
y reproductivo. Rapidamente dichos nudos produjeron flores frenando la elongacion de

los tallos.
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En cuanto a produccion de AE, al no haber interaccién significativa entre
subespecies y fotoperiodo (Tabla 3. 4), el andlisis de la variable se analiza considerando
al efecto subespecie y fotoperiodo por separado. Es asi que “O. Compacto” exhibio
mayor contenido (2,6%) que Criollo (2,1%), y ante FE, el contenido de AE aument6 un
30% respecto al FN. Este incremento puede deberse a la mayor proporcion de flores por
unidad de biomasa, dado que en FE la Bty siempre fue menor. Ademas confirma lo
sucedido en otras especies como menta, que manifiesta mayor produccion de esencia

ante incrementos en la longitud fotoperiddica (Fahlén et al., 1997).
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3.4. CONCLUSIONES

La extension de las horas de luz a las cuales se expuso el cultivo afectd de
manera significativa los parametros de desarrollo de ambas subespecies de orégano, y
de productividad tales como biomasa y rendimiento de aceite esencial.

La respuesta fotoperiodica describio el tipico comportamiento de las plantas de
dia largo ya que, bajo condiciones de fotoperiodo extendido, acortaron el tiempo a
floracion. Esto tuvo consecuencias en la cantidad de biomasa acumulada, en donde al
reducir el tiempo de generacion de la misma, su rendimiento fue menor. Entre
subespecies, la duracién del periodo vegetativo se manifestd similar entre ambas, pero
“O. Criollo” anticipé su floracion al “O. Compacto” por lo cual exhibié mayor

sensibilidad fotoperiddica en cuanto al acortamiento del ciclo.

En cuanto a aspectos productivos, el fotoperiodo extendido generd cambios en
el patron de acumulacion de biomasa de distinta magnitud segun la subespecie. En tal
sentido, “O. Compacto” fue mas sensible al fotoperiodo ya que disminuyé en mayor
medida su biomasa, como consecuencia de una menor diferenciacion de nudos y menor
longitud de tallos. Por otro lado, la prolongacion de las horas de luz incrementd la
produccion de AE y el “O. Compacto” produjo mayor cantidad de AE bajo cualquier

condicion fotoperiddica.

Estos resultados destacan la existencia de variabilidad genotipica en la respuesta
fotoperiddica del orégano entre las diferentes subespecies. La hipotesis planteada acerca
de la mayor sensibilidad fotoperiodica de “O. Compacto” (ver hipoétesis ¢, Capitulo 1,
pdg. 14), se rechaza parcialmente puesto que si bien “O. Compacto” si resultd6 mas
sensible en cuanto a los pardmetros productivos, “O. Criollo” manifestd un mayor

impacto de la extension fotoperiodica frente al acortamiento del ciclo.
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Capitulo 4

ANATOMIA DE LA TRANSICION FLORAL EN
OREGANO EN RESPUESTA A VARIACIONES EN EL
FOTOPERIODO

4.1. INTRODUCCION

En orégano existen vacios de conocimiento respecto al proceso de determinacion
de la floracion. Anatdmicamente, los cambios cualitativos que se generan a nivel
meristematico en una planta marcan el inicio de la fase reproductiva. En la mayoria de
los cultivos la coincidencia de eventos externos con cambios a nivel meristematico no
es estricta (Slafer et al., 2003), por lo cual fenolégicamente dicho momento no suele ser
facilmente detectado, ya que transcurre un tiempo desde que se diferencia un 6rgano
floral hasta que el mismo se manifiesta externamente (Tooke y Battey, 2010). Ademas,
dicho tiempo responde a factores tanto genéticos como ambientales existiendo también
interaccion entre ambos (Carcova et al., 2003; Coupland, 1995). Teniendo en cuenta
que la fenologia tiene que ver con el calendario de eventos en el ciclo de un cultivo, en
orégano, seria de importancia lograr un paralelismo entre caracteres fenoldgicos y

actividad meristematica.

En diversas especies, la caracterizacidn del proceso de diferenciacion floral y la
duracion del mismo, se consideran de interés para llegar a conocer los factores que
participan en la iniciacion del mismo (Osuna Enciso et al., 2000). En Prunus, Buban y
Faust (1982), encontraron que el primer sintoma de la diferenciacion floral corresponde
al aplanamiento del apice meristematico seguido por la apariciéon de los primordios de
sépalos. Las etapas posteriores del proceso morfogenético consisten en la diferenciacion
de los restantes ciclos florales, y en muchas especies suele producirse en sentido
acropeto (Esau, 1982; Fahn, 1982; Meza y Bautista, 2005).

La manera en que se produce este proceso de transicion define la disposicién de

las flores sobre las ramas o la extremidad del tallo, y la morfologia final de la rama
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floral. Al respecto, el género Origanum, posee flores en espigas de verticilastros densas,
reunidas en epicastros globosos y/o alargados, los cuales conforman inflorescencias de

tipo corimbiformes terminales (Mosquero et al., 2005; Rouquaud y Videla, 2000).

En cuanto a los factores que regulan la transicion floral, la luz adquiere
protagonismo al ser el orégano una especie de dias largos (Circella et al., 1995), ya sea
de tipo cualitativa (“O. Compacto”) como cuantitativa (“O. Criollo”), como ya se
observd en el Capitulo 3. Estas diferencias, manifiestan la existencia de cierta
variabilidad en el umbral de induccion de la floracion, y con ello se puede inferir que el
proceso de formacion de las inflorescencias podria diferir entre subespecies.

Asi, conocer el momento en que se produce la transicion floral considerando
como referencia aspectos fenoldgicos, permitiria caracterizar con mayor precision a las
diferentes subespecies en términos de su sensibilidad fotoperiddica. Por lo cual el
objetivo del presente capitulo fue analizar las caracteristicas especificas del proceso de
transicion floral en O. vulgare ssp. vulgare y O. vulgare ssp. hirtum letsw. en términos
anatomicos, en respuesta a los cambios fenologicos asociados a variaciones en el

fotoperiodo.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Material biologico y Disefio Experimental

Como marco experimental se utilizé el disefio del Exp 2, con la salvedad de que
este ensayo solo se llevo a cabo en el C1. Asimismo, y considerando que el “O. Criollo”
florece en dos oportunidades, solo se estudio la primera induccién a floracién, razén por
la cual el ciclo es considerado desde septiembre hasta fines de diciembre (fin de 1°

floracion).

4.2.2. Evaluacién anatdémica de las yemas

Las yemas fueron evaluadas durante la etapa de crecimiento vegetativo, hasta
llegado el momento de induccidén a floracion. Se recolectaron porciones terminales de
los ejes principales a en tres momentos a partir del 14 de septiembre, fecha de inicio del
ensayo de fotoperiodo: M1, 24 dias desde el inicio del ensayo de fotoperiodo (DDI);
M2, 36 DDI; y M3, 52 DDI. Dichos momentos de evaluacion anatémica se
seleccionaron en base al avance fenoldgico del tratamiento mas precoz (Criollo*FE).
Las yemas axilares del meristema de inflorescencia fueron evaluadas, fijadas en FAA
(formol: &cido acético glacial: Etanol al 70%, 5:5:90 en volumen). Las yemas se
seccionaron en 12 um, y se confeccionaron preparados permanentes de cortes
longitudinales seriados de yemas apicales y axilares utilizando la metodologia
convencional (D’ Ambrogio de Argiieso, 1986). Las secciones se tifieron con Safranina-
Azul Astral (Luque et al., 1996). Las observaciones se realizaron a través de
microscopio Optico (Zeiss Standar K, Oberkochen, Alemania), y se tomaron
microfotografias con una camara digital (Nikon Coolpix S10, Nikon, Tokio, Japon). Se
evaluaron los cambios anatdmicos de las yemas en estado vegetativo y reproductivo, y

en estado de transicion floral.

En cuanto a variables fisioldgicas, se midié la duracion de los periodos

vegetativos y reproductivos en tiempo calendario y tiempo térmico (°Cd), siguiendo las
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mismas especificaciones que las citadas en el Capitulo 3, asi como también el tiempo
térmico acumulado hasta el estadio fenoldgico de transicion. Asimismo se registro el

tiempo térmico acumulado hasta cada momento de evaluacion de yemas.

4.2.3. Analisis estadistico

Datos de tiempo térmico se sometieron a un ANAVA y la comparacion de medias se
realizé con la prueba LSD de Fisher con un nivel de significancia del 5% (Di Rienzo et
al., 2014).
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4.3. RESULTADOS

El proceso de transicion floral en orégano ocurrié gradualmente en sentido
acropeto, acompafando el desarrollo del meristema de inflorescencia que origina la
futura rama floral. Este meristema es de crecimiento indeterminado, produce bracteas, y
en sus axilas, meristemas florales, de crecimiento determinado y se repitié a lo largo de
la rama floral (Figura 4. 1). El proceso de transicién floral se produjo en una direccion
acropeta lo largo del eje de la inflorescencia (Figura 4. 1). Por lo tanto, las yemas
basales se encontraron en una fase avanzada de desarrollo, y la yema apical del

meristema de la inflorescencia se mantuvo en estado vegetativo.

] Figura 4. 1. Anatomia del meristema de
inflorescencia de Origanum vulgare ssp. Br,
bracteas del meristema floral; Sp, sepalos; Pt,
pétalos; St, Estambres; Gn, gineceo. Barra = 700

pm.

Anatomicamente la aparicion de las piezas perianticas reproductivas ocurrio
también en sentido acrépeto. A su vez, no hubo una estrecha coincidencia entre el
momento de transicién floral (meristematica) y el momento de llegada a la fase
fenoldgica V3 (de transicion); para Compacto*FN, la transicion del meristema se

anticipd a V3, y en los restantes tratamientos fue posterior (Figura 4. 2).
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COMPACTO FN

COMPACTO FE

Figura 4. 2. Tiempo térmico acumulado (°Cd) hasta la fase fenolégica de transicién (V3) y hasta el
meristema en estado de transicion floral en funcién del tiempo térmico acumulado para dos subespecies
de Orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo”), bajo dos condiciones fotoperiédicas, Fotoperiodo natural
(FN), y Fotoperiodo extendido (FE). Letras distintas entre momentos de V; indican diferencias
estadisticamente signifiactivas entre cada combinacion de fotoperiodo*subspecie, segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

Sin embargo, respecto al tratamiento fotoperiddico, el andlisis anatémico-
fenoldgico, confirmd la mayor respuesta fotoperiddica de “O. Criollo” en condiciones
de FE, quien anticipa su transicion floral, explicando la mayor precocidad de su ciclo

bajo tales condiciones (Figura 4. 2).

El anélisis anatomico de las yemas recolectadas 24 DDI mostr6 que en todos los
tratamientos las yemas estaban en fase vegetativa, con un meristema apical en forma de
cupula con primordios de hoja (Figura 4. 3), aunque en el analisis fenoldgico “O.

Criollo” bajo FE ya se habia determinado en la fenofase de transicion V3 (Figura 4. 2).
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Fotoperiodo Natural Fotoperiodo Extendido
O. Compacto O. Criollo O. Compacto O. Criollo

90 pm

Figura 4. 3. Anatomia de yemas axilares a 24 DDI (dias después del inicio del ensayo), con un tiempo
térmico acumulado de 360 °Cd, en dos subespecies de Orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo™), bajo dos
condiciones fotoperiddicas, Fotoperiodo Natural (FN), y Fotoperiodo Extendido (FE).

A los 36 DDI, las yemas bajo FN se mantuvieron en estado vegetativo. Sin
embargo bajo FE, ya se observo comienzo de la transicion floral en ambas subespecies;
en “0. Criollo” esta respuesta fue méas pronunciada ya que incluso se observo la
formacion de los estambres (Figura 4. 4). “O. Compacto” en cambio, presento el apice
aplanado y los mamelones de los sépalos formados. La transicion floral de “O. Criollo”
se cumplié de manera anticipada a la de “O. Compacto” y en consecuencia su

requerimiento térmico estuvo por debajo de los 554 °Cd (Figura 4. 2).

Fotoperiodo Natural Fotoperiodo Extendido
O. Compacto 0. Criollo O. Compacto O. Criollo

95 pm

Figura 4. 4. Anatomia de yemas axilares a 36 DDI (dias después del inicio del ensayo), con un tiempo
térmico acumulado de 554 °Cd, en dos subespecies de Orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo™), bajo dos
condiciones fotoperiddicas, Fotoperiodo Natural (FN), y Fotoperiodo Extendido (FE).

58



A los 52 DDI, en ambas subespecies bajo FN, todos los meristemas se
encontraron en estado reproductivo, aunque sin llegar a la plena madurez. Es decir, “O.
Compacto” mostré el apice aplanado y “O. Criollo” ya manifestd esbozos de ciclos
florales pero sin llegar a la plena madurez (Figura 4. 5). Por lo tanto, la transicién floral
en condiciones naturales se produjo alrededor de los 864 °Cd para ambas subespecies.
En el caso del tratamiento FE, como ya se manifestd en el muestreo anterior, los apices
de ambas subespecies mostraron ciclos florales completos y maduros, siempre con una
tendencia de madurez anticipada de “O. Criollo” respecto a “O. Compacto”.

Fotoperiodo Natural Fotoperiodo Extendido
0. Compacto 0. Criollo O. Compacto O. Criollo

95 jun

Figura 4. 5. Anatomia de yemas axilares a 52 DDI (dias después del inicio del ensayo), con un tiempo
térmico acumulado de 864 °Cd, en dos subespecies de Orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo™), bajo dos
condiciones fotoperiddicas, Fotoperiodo Natural (FN), y Fotoperiodo Extendido (FE).
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4.4. DISCUSION

El analisis comparativo entre la fase fenoldgica de transicién (V3) y el desarrollo
de la yema hacia su transicién floral mostr6 diferencias en la sincronizacion entre la
manifestacion externa, y el cambio de meristema de vegetativo a reproductivo. En este
sentido, en algunos casos la transicion floral se retardo con respecto a Vs, como en “O.
Criollo” bajo FE (Figura 4. 2 y Figura 4. 3); en otros casos, el inicio de V3 fue bastante
retrasado con respecto al proceso de transicion floral, tal como en “O. Compacto™ bajo
FN (Figura 4. 2 y Figura 4. 5). Este asincronismo tuvo dependencia con el régimen
fotoperiddico y la respuesta diferencial de cada subespecie, y es coherente con la ya
reportada complejidad de interacciones genético-ambientales que obstaculizan la

definicion del proceso de floracion (Gonzalez et al., 2002; Mouradov et al., 2002).

Los primeros estadios de diferenciacion floral de las yemas se reconocieron por
el alargamiento del eje principal de las mismas tal como se vio en otras especies (Osuna
Enciso et al., 2000). En el orégano, el alargamiento del eje principal de la inflorescencia
fue acompafiado por el comienzo de las ramas florales en los nudos inferiores, para
formar ejes secundarios. Esta situacion describe un sistema indeterminado (Perreta y
Vegetti, 2005), es decir, un sistema de ejes abiertos (Rua, 1999) en el cual la yema

apical de la rama floral permanece en estado vegetativo.

Por lo tanto en orégano existe un paso intermedio durante la transicion
vegetativa hacia reproductiva, que consistié en la formacion de un meristema de
inflorescencia. Este meristema produce brécteas asi como meristemas florales en sus
axilas y se multiplica a lo largo de la rama floral (Taiz y Zeiger, 2006). En la axila de
cada bractea se formé un capullo floral, que termind con la formacion de una flor y
ademas el proceso de transicion floral se produjo gradualmente a lo largo del eje floral y

en direccion acropeta.

En lo que respecta al analisis anatomico de las yemas, los &pices vegetativos con
forma de clpula, se desarrollan en apices reproductivos, identificados por la presencia
de estambres y carpelos. Las evidencias experimentales aqui presentadas muestran la
aparicion en sentido acropeto de los ciclos florales. En primer lugar se desarrollan las

piezas del céliz, luego las de la corola, y por altimo los estambres y carpelos. En virtud
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de ello, el grado de desarrollo de los ciclos florales responde diferencialmente segin la

condicion fotoperiddica.

El fotoperiodo extendido anticipa el proceso morfogeénico de transicion en toda
la extensién de la rama floral para las dos subespecies, lo cual confirma la respuesta del
orégano como planta de dia largo (Circella et al., 1995; Dudai et al., 1989). Bajo estas
condiciones, el desarrollo anticipado de yemas reproductivas de “O. Criollo” respecto a
“0. Compacto” (Figura 4. 2) coincide con lo hasta aqui observado respecto al menor
requerimiento térmico de esta subespecie para el cumplimiento de ciertas fenofases
criticas, confirmando su mayor precocidad en estas condiciones fotoperiddicas. El
analisis anatomico permitio a su vez hallar las diferencias genotipicas que no habian
podido detectarse estadisticamente con el registro de la fenofase V3 (ver Capitulo 3,
Figura 3. 4).
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4.5. CONCLUSION

El proceso de transicion floral en el orégano se produce de forma gradual y en
direccion acrdpeta, mientras que el meristema de la inflorescencia se desarrolla a lo
largo de la rama floral. La aparicion de piezas perianticas reproductivas también se
produce en direccion acropéta y el grado de desarrollo de ciclos florales responde

diferencialmente segun régimen fotoperiodico al que se somete cada subespecie.

El analisis anatomico-fenoldgico muestra que “O. Criollo” tiene mayor
precocidad que “O. Compacto” bajo fotoperiodo extendido confirmando una mayor
respuesta al alargamiento del dia, puesto que comienza su proceso de transicién floral
de manera anticipada a “O. Compacto”.
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Capitulo 5

BASES ECOFISIOLOGICAS DEL CULTIVO DE
OREGANO BAJO DOS MARCOS DE PLANTACION
CONTRASTANTES

5.1. INTRODUCCION

El conocimiento de los factores y mecanismos que determinan el crecimiento y
el rendimiento en un cultivo es critico para lograr una produccion eficiente y sostenible,
puesto que guian el disefio y la seleccion de las practicas de manejo méas apropiadas y
proporciona la informaciéon para el empleo eficiente y adecuado de recursos (Andrade et
al., 2005). Para el cultivo de orégano, los factores que modulan la productividad (por
ejemplo, la acumulacién de biomasa y/o de aceite esencial) pueden ser analizados
usando el marco conceptual del modelo ecofisioldgico, ampliamente utilizado en otras
especies vegetales como en cultivos de granos (Monteith, 1977), en donde el
rendimiento depende de la radiacion solar fotosintéticamente activa interceptada
acumulada durante el ciclo (RFAi-ac), de la eficiencia en el uso de dicha radiacion solar
(EUR) y en ultima instancia de como distribuye los asimilados que generd con esa
radiacion solar, esto es, del indice de particion de asimilados (IP; ver Capitulo 1,

Ecuacion 1. 1).

Estos tres factores relinen numerosas variables en su constitucion, es decir que el
rendimiento del cultivo sera descripto por multiples relaciones de causa- efecto entre la
fisiologia de la planta y el ambiente del cultivo. Por ejemplo, la cantidad de RFA
incidente (segun latitud y época del afio) y la fraccién de intercepcion de RFA (%), que,
a su vez, estard sujeta a la arquitectura de la parte aérea de un cultivo, definiran la
acumulacion de radiacion. Paralelamente, factores inherentes a la economia del carbono
de la especie, tales como la eficiencia fotosintética y la dindmica de generacién de

biomasa entre los diferentes 6rganos de la planta, dardn como resultado un uso
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determinado de dicha radiaciéon solar acumulada, que a su vez dependerd de las

condiciones ambientales reinantes (Hall, 1980).

La gran variabilidad de subespecies existentes brinda un marco de estudio
Optimo para el estudio de las estrategias que poseerian distintos ecotipos de esta especie
para captar la radiacion y acumular biomasa, particularmente aquellas subespecies
contrastantes en arquitectura, tales como el “O. Compacto” y el “O. Criollo” (Torres,
2011).

El conocimiento de la dindmica de generacion de biomasa y distribucion de la
misma hacia distintos destinos, asi como también la eficiencia en el uso de la radiacion,
resulta de gran importancia tanto para mejorar la productividad del cultivo como para su
manejo. Comprender los factores que afectan estos parametros en cada subespecie
permitiria adecuar practicas de manejo especificas tales como el momento mas propicio
para la cosecha, contemplando el objetivo de produccién, es decir, obtencion de aceites

esenciales, o de hojas y flores para su uso como hierba.

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar variables ecofisioldgicas que
definen la productividad en términos de acumulacion de biomasa, tales como dindmica
de crecimiento de cultivo, EUR y particion de asimilados en dos subespecies de orégano

cultivados bajo dos arreglos espaciales.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material bioldgico y Disefio Experimental

Para llevar a cabo la evaluacion de variables que determinan la produccion de
biomasa ante cambios en la disposicion espacial, se realizo el Experimento 3 (Exp. 3) en
el Campo Escuela de la F.C.A. de la U.N.C., situado en la localidad de Capilla de los
Remedios (31° 30’ S, 64° 00° W, altitud 360 m). El material biologico fue obtenido por
multiplicacion de estacas y consistio en las mismas subespecies citadas en el Capitulo 2.
Las plantas fueron transplantadas a campo el 25 de abril de 2011.

Los tratamientos fueron i) dos ecotipos: “O. Compacto”; y “O. Criollo”, y ii) dos
arreglos espaciales: Tradicional, de 0,70 m entre surcos y 0,20 m entre plantas; y
homogéneo, de 0,35 m entre surcos y 0,40 m entre plantas. Con este ultimo tratamiento,
se buscd cambiar la disposicion de las plantas para forzar una respuesta en la cobertura
del espacio, aprovechando la diferente arquitectura que poseen estas dos subespecies
(“O. Compacto”, tipo rastrera; “O. Criollo”, tipo erecta). La densidad de plantas se

mantuvo constante (7 plantas/m?).

El disefio experimental fue en parcelas divididas con tres repeticiones, donde el
espaciamiento entre lineas es la parcela principal y la subespecie la sub-parcela. Cada

unidad experimental fue de 6 m de largo por 3 m de ancho.

Durante dos ciclos consecutivos se caracterizaron la captura y eficiencia en el
uso de la radiacion modulada por la subespecie y el arreglo espacial, y su impacto sobre
la productividad en términos de Biomasa (lo relativo a contenido de Aceite Esencial
sera presentado en el Capitulo 6 de la presente tesis). Se realizaron 6 muestreos por afio
de produccion segun el progreso fenoldgico del cultivo. En el primer ciclo los
muestreos comenzaron el 6 de septiembre de 2011, y en el segundo ciclo el 29 de marzo
de 2012.
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5.2.2. Variables medidas

Biomasa. En cada muestreo se obtuvo el peso seco de cada tratamiento llevando
el material a estufa a 60 °C hasta peso constante. Se calculd en tres formas: i)
Biomasa total promedio a lo largo del ciclo, B; (g MS/m?). ii) Biomasa maxima,
Br (g MS/m?). Biomasa producida en momento de floracién, considerandolo
como el momento de mayor produccién de materia seca. La superficie de
muestreo varié entre cada tratamiento, con un rango aproximado de 0,2-0,55 m?.
indice de Particion de Asimilados (IPh, IPt, IPf; %). En cada muestreo, las
plantas fueron particionadas en sus fracciones hojas, tallos y flores. La materia
seca de cada fraccion se determind secando las muestras a 60 °C hasta peso
constante. La particion hacia hojas, tallos y flores se calculd a partir del
porcentaje de biomasa de cada fraccidn, respecto a la biomasa total.

Relacion H+F/Tallo: Rendimiento de hojas y bracteas florales. Cociente entre la
sumatoria de la biomasa de hojas y bracteas florales (cuando estuvieron
presentes), y los tallos. Se estimd para cada muestreo a excepcion del ultimo
muestreo del afio 1, debido a los procesos de senescencia.

Intercepcion de Radiacion, IR (%). El porcentaje de la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA, 0.5 de la radiacion total) interceptada por el
cultivo se obtuvo con un sensor cuantico lineal Li-Cor 191 SB (LICOR, Lincoln,
Nebraska, USA) conectado a un radiémetro Li-Cor 188. Una vez realizado el
transplante en cada momento de muestreo de biomasa se midi6 la radiacion que
atraveso el cultivo (I') e inmediatamente la incidente por encima del mismo (1),
alrededor del mediodia. Se realizaron 3 pares de mediciones por parcela
atravesando perpendicularmente con el sensor a los surcos del cultivo cuidando
de no modificar su estructura. El porcentaje de intercepcion se calculé como
100+[1-(I'/10)]. El porcentaje de intercepcion en los dias restantes se estimo
interpolando linealmente entre mediciones sucesivas.

Area foliar (cm? hoja). Calculada sobre una alicuota de los muestreos,
particionando las hojas de los tallos, medida con un integrador de area foliar LI
3000 (Li Cor, Inc., Lincoln, Nebraska, USA). En el ciclo 1 se midi6 durante los

primeros 4 muestreos (desde el 6 de septiembre de 2011 hasta el 8 de diciembre
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del mismo afio). En el ciclo 2, se midi6 desde el segundo muestreo (10 de
septiembre de 2012) hasta el ultimo (10 de enero de 2013).

5.2.3. Variables calculadas

f. Tasa de Crecimiento del Cultivo (TCC) (g MS/d). Determinada a través de la
pendiente de la regresion lineal entre la biomasa total producida y el tiempo.
Esta regresion se realizd utilizando el intervalo de dias de los muestreos que
integraban a las fases lineales de crecimiento del cultivo.

g. RFA interceptada acumulada (RFAi-ac) (MJ/m?). Se midié desde el inicio del
periodo de crecimiento de las plantas. La RFA interceptada por el cultivo
(MJ/m?.d) para cada dia se calculé como el producto entre la fraccién de RFA
interceptada y la RFA incidente del dia. La radiacion fotosintéticamente activa
interceptada acumulada se calcul6 por sumatoria de la radiacion
fotosintéticamente activa interceptada diaria. Para la transicion entre afios, a
partir del ultimo muestreo se comenzo de nuevo con la sumatoria de la RFA
diaria.

h. indice de Area Foliar, IAF (m? hoja/m* suelo). A partir del AF obtenida, se
calculé el AF de toda la superficie muestreada, y IAF se calculé6 como el
cociente entre el AF de la fraccidn muestreada y la superficie de suelo ocupada
por la misma.

i. Eficiencia de uso de la radiacion solar interceptada (EUR: g/MJ). La EUR fue
calculada para cada ciclo de crecimiento a través de la pendiente de la regresion
lineal entre By ¥ la RFAI-ac durante el ciclo de produccion, considerando s6lo

las fases lineales de crecimiento.

Los datos meteorologicos (Temperatura Media, Minima y Maxima, Radiacién
global, Humedad Relativa) fueron tomados de una estacion agroclimatica ubicada a 200

m del experimento.
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5.2.4. Analisis estadistico

Las variables fueron analizadas a través de modelos multivariados lineales
mixtos. Los factores de clasificacion fueron el ciclo agronémico de produccién (Ciclo 1
y 2), el MP (abreviado como 0,7 y 0,35), y las subespecies (“O. Compacto” y “O.

Criollo”), y se adicion6 como factor aleatorio a las repeticiones.

En el caso de aquellas variables en las que intereso evaluar su dinamica, se opto
por un andlisis de medidas repetidas en el tiempo a fin de poder analizar su evolucion a
lo largo del ciclo de crecimiento. Por lo tanto se consider6 al tiempo, expresado como
dias desde el transplante (DDT), como covariable. De esta manera se logaron
determinar efectos de los tratamientos tanto en la media de la variable, como en su
pendiente, teniendo en cuenta la interaccion del tratamiento con la variable temporal.
Cabe aclarar que los DDT en el ciclo 2 se contabilizaron a partir del 13 de marzo de
2012.

La comparacion de medias fue realizada por la prueba LSD de Fisher, con un
nivel de significancia de 0,05. Todos los analisis fueron realizados con el sofwtare
Infostat (Di Rienzo et al., 2014).
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5.3. RESULTADOS

Las tablas de resultados sélo muestran las medias de las variables en aquellos
casos en los cuales el efecto de los tratamientos, o interacciones entre tratamientos,

resultaron significativos.

5.3.1. La generacion de rendimiento en Orégano “Compacto” y
“Criollo” segun diferentes marcos de plantacion.

La produccion de biomasa del cultivo de orégano fue mayor en el ciclo 2 que en
el ciclo 1, existiendo una interaccion significativa entre ciclo y DDT y entre subespecie
y DDT, lo cual describe entonces una dindmica de generacion de biomasa particular y

diferente entre ciclos y subespecies (Tabla 5. 1).

Tabla 5. 1. Biomasa total promedio (Bt) en 2 ciclos de produccién para dos subespecies de orégano (“O.
Compacto” y “O. Criollo”) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40 m). DDT son
los dias desde el transplante, o desde el inicio del rebrote para el ciclo 2.

Tratamiento Bt (g) ANAVA (valor p)
Ciclo
Ciclo 1 444.6 b 0.0005
Ciclo 2 588.3 a
Ciclo*DDT 0.0362
Subespecie * DDT 0.0255

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

Es por ello que la dinamica de generacion de biomasa fue analizada a través de
curvas de crecimiento (Figura 5. 1, Tabla 5. 2), contemplando a su vez el tiempo
transcurrido durante los dos ciclos agronémicos (DDTot). En este contexto, la biomasa
promedio producida fue diferente segiin marco de plantacion (mayor en MP de 0,7;
Tabla 5. 2), pero la triple interaccion MP*Subespecie*DDTot también fue significativa
lo cual conduce el analisis hacia la biomasa producida por la combinacion de

tratamientos. De esta manera en la Figura 5. 1 se puede apreciar, por la ubicacion de las
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curvas, que “O. Criollo” produce mas biomasa promedio que “O. Compacto”, asi como
también el MP de 0,7 méas que el MP de 0,35, sobre todo hacia el final del segundo ciclo

productivo.
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Figura 5. 1. Dindmica de produccion de Biomasa total (Bt) a lo largo de dos ciclos de produccién para dos
subespecies de orégano (Compacto y Criollo) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x
0,40 m). a, Comparacion de los 4 tratamientos; b, Detalle de cada tratamiento. Las flechas indican el

momento de floracién del cultivo.
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Tabla 5. 2. Dindmica de produccién de Biomasa total (Bt) en funcién del tiempo total (DDTot) durante 2
ciclos de produccién para dos subespecies de orégano (Compacto y Criollo) bajo dos marcos de
plantacion (0,70 x 0,20 y 0,35 x 0,40). Las medias del anava expresan la Biomasa total promedio (Bt).

Tratamiento Bt (9) ANAVA (valor p)
MP
0,70x 0,20 522 a 0.0002
0,35x 0,40 513 b
MP *DDT 0.0001
Subespecie * MP *DDT 0.0479

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

La produccion de biomasa de un cultivo puede ser explicada por su tasa de
crecimiento (TCC). Tal como se aprecia en la Figura 5. 1, la TCC visualizada como la
pendiente de los distintos tramos de la curva, vari6 entre ciclos de crecimiento y dentro
de un mismo ciclo llegando a ser negativa en etapas de transicion entre afios. Es por ello
que se optdé comparar tratamientos en términos de la TCC en las fases lineales de cada

ciclo de produccion.

La TCC vari6 significativamente entre ciclos, siendo un 50% menor en el ciclo 2
(Tabla 5. 3). Sin embargo la interaccion Ciclo*Subespecie*MP destaca que el ritmo de
acumulacion de biomasa de cada subespecie respondio de manera diferente segun el afio

de produccion y el MP en que se encontro (Tabla 5. 3).
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Tabla 5. 3. Pendiente de regresiones lineales obtenidas a partir de la Biomasa en funcion del tiempo en
dos ciclos de produccién en dos subespecies de orégano (“Compacto” y “Criollo”) bajo dos marcos de

plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).

Ciclo Subespecie MP Pendiente r

1 “0. Compacto” 0,35 9.49 a 0.88

1 “0. Compacto” 0,7 6.39b 0.62

1 “Q. Criollo” 0,35 7.67 ab 0.89

1 “Q. Criollo” 0,7 8.11 ab 0.89

2 “0O. Compacto” 0,35 2.64c 0.76

2 “0O. Compacto” 0,7 441 c 0.82

2 “QO. Criollo” 0,35 3.96 ¢ 0.71

2 “QO. Criollo” 0,7 3.38¢ 0.77

ANAVA Valor p

Ciclo 0.0001
Ciclo 1 7.92a
Ciclo 2 350D

Ciclo * MP * Subespecie 0.0118

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de

Fisher (p<0.05).

En este contexto, se encontrd que durante el primer afio de produccién “O.

Compacto” respondié de manera significativa al MP, aumentando su TCC bajo marcos

mas homogeneos en espaciamiento. “O. Criollo”, por el contrario, manifestd una

tendencia a favor de MP tradicionales, aunque la diferencia no fue estadisticamente

significativa. En el ciclo 2, a pesar de ser clara la inversion de respuesta en “O.

Compacto” respecto al MP, el analisis realizado no permitié discriminar entre

tratamientos de subespecie. De esta manera se analizaron los ciclos por separado y en el

ciclo 2 si se detectd una interaccion significativa Subespecie*MP (valor p=0,0417) que

reflejo la respuesta contrastante de “O. Compacto” ante el cambio de MP (Figura 5. 2).
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Figura 5. 2. Tasa de crecimiento del cultivo (TCC) del Ciclo dos de produccidn para dos subespecies de
orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo”) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40
m). Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segiin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

La biomasa méxima generada en momento de floracién (Bs) es la variable de
mayor interés para este cultivo puesto que define a las subespecies en cuanto a su
capacidad productiva, tanto para su uso como hierba como para la produccién de
esencia. Considerando esto, la Bs se analiz6 en cada ciclo de produccion a los fines de
caracterizar a las subespecies. Se observo que en el ciclo 1, no existieron diferencias
significativas entre tratamientos, aunque se puede advertir una tendencia de mayor
rendimiento en los MP de 0,35 (Figura 5. 3). En cambio en el ciclo 2, si existieron
diferencias significativas tanto en el efecto de la subespecie y el MP, como en su
interaccion (Tabla 5. 4), por lo cual vale la pena comparar la combinacion de los

tratamientos (Figura 5. 3).
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Tabla 5. 4. Biomasa maxima producida en momento de floracion (Bs) en dos subespecies de orégano
(Compacto y Criollo) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m). Experimentos
conducidos durante dos afios en la localidad de Capilla de los Remedios, Crdoba, Argentina.

Tratamiento B: (g/m?) ANAVA (valor p)
Ciclo 1
MP ns
Subespecie ns
Ciclo 2
MP 0.0016
0,70 x 0,20 1323.5a
0,35x 0,40 8819 b
Subespecie 0.0005
O. Criollo 1408.9 a
O. Compacto 796.5b
MP*Subespecie 0.0272

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

De esta manera, O. Criollo*0,7 fue la combinacion que méas biomasa tuvo a
floracion, y O. Compacto*0,35 la mas baja, existiendo similitudes entre los tratamientos

intermedios (Figura 5. 3).
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Figura 5. 3. Biomasa en floracion (Bf) producida en dos subespecies de orégano (“O. Compacto” y “O.
Criollo™) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40 m). Para el ciclo 2, letras distintas
indican medias estadisticamente diferentes segiin Test LSD de Fisher (P<0.05).
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5.3.2. Particion de asimilados segun marco de plantacion.
Eficiencia de distribucion hacia 6rganos cosechables

La eficiencia en particion de asimilados se analizd en base a los diferentes
6rganos que constituyen la planta calculando los indices IPs, 1P, e IP; (Tabla 5. 5). En
todos los indices de particion hubo un efecto significativo del ciclo y de la interaccion
Ciclo*Subespecie lo cual implica que la distribucion hacia los respectivos 6rganos de
cada subespecie dependi6é del ciclo de produccion. Por otro lado, no se detectaron
efectos del MP sobre ninguno de los indices, descartandose entonces una respuesta

diferencial de esta especie ante variaciones en el arreglo espacial de las plantas.

Tabla 5. 5. Indice de particién de hojas (IPh), tallos (IPt) y flores (IPf) en dos ciclos de produccion para
orégano Compacto y Criollo bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).

Tratamiento 1Py, (%) IP; (%) IPs (%)
Ciclo1 43.6 a 43.0b 134 a
Ciclo 2 32.2b 62.9 a 53D
1* Q0. Criollo” 43.7 a 42.0c 142 a
1*“0. Compacto” 43.5a 440c 125a
2 *“0. Compacto” 34.2b 60.4 b 6.4Db
2 * 0. Criollo” 30.1b 65.3 a 43D
ANAVA (valor p)
Ciclo <0.0001 0.0001 <0.0001
Subespecie ns ns 0.0310
MP ns ns ns
Ciclo * Subespecie 0.0001 0.0174 0.0253
Ciclo * MP ns ns ns
MP * Subespecie ns ns ns
Ciclo * Subespecie * MP ns ns ns
Ciclo *DDT <0.0001 <0.0001 <0.0001
Subespecie * DDT ns ns 0.0345
Ciclo * Subespecie * DDT 0.0001 ns 0.0153

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).
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A su vez la interaccion Ciclo*Subespecie*DDT también fue significativa tanto
para IP, como IPs, indicando que la dindmica de particion fue relativa a la combinacién
entre ciclo y subespecie. Es por ello que se llevo a cabo el analisis por afios separados,
pero el mismo arrojé resultados similares a los obtenidos previamente, con un efecto
significativo de la subespecie y de la interaccion subespecie*DDT, por lo cual la
dindmica de particion cambia segln subespecie, tal como se representa en la Figura 5. 4
y Figura 5. 5. Por lo tanto, se puede descartar al MP como factor influyente en la

particion de asimilados, siendo méas importante el efecto del afio y del genotipo.
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Figura 5. 4. Dinamica de particidn durante el ciclo 1 en orégano Compacto y Criollo, bajo dos marcos de
plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m). IPh, indice de particion de hojas; IPt. indice de particion de
tallos; IPf, indice de paricion de flores. a, ciclo 1; b, ciclo 2. Las flechas en las figuras indican el
momento de maxima produccién de biomasa, plena floracion (Bf).
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Figura 5. 5. Dinamica de particién durante el ciclo 2 en orégano Compacto y Criollo, bajo dos marcos de
plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m). IPh, indice de particion de hojas; IPt. indice de particion de
tallos; IPf, indice de paricion de flores. Las flechas en las figuras indican el momento de méaxima
produccion de biomasa, plena floracion (Bf).

En las figuras se observa claramente las diferencias en particion entre afios,
destindndose asimilados en proporciones similares hacia hojas y tallos en un primer
ciclo, mientras que en un segundo afio de produccion se incrementa la proporcion de

tallos, con una diferencia mayor para “O. Criollo”.

La variable H+F/T también es de destacada importancia ya que describe como el
cultivo destina y reasigna sus asimilados hacia los 6rganos Utiles de cosecha, sobre todo
cuando el objetivo de produccion es la obtencidn de orégano como hierba aromatica. En

su andlisis se evidenciaron diferencias significativas solamente entre ciclos asi como
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también en la dinamica de esta variable entre ciclos (interaccion Ciclo * DDT

significativa; Tabla 5. 6 y Figura 5. 6).

Tabla 5. 6. Relacién hoja+flor/tallo (H+F/T) para dos subespecies de orégano (Compacto y Criollo) bajo
dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).

Tratamiento H+F/T ANAVA (valor p)
Ciclo <0.0001

Ciclo 1 4.8 a

Ciclo 2 3.8b
Ciclo * DDT <0.0001

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).
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Figura 5. 6. Dinamica de la relacion hoja+flor/tallo (H+F/T) en dos afios de produccién en orégano
Compacto y Criollo bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40 m). a, Ciclo 1; b, Ciclo
2. Las flechas indican el momento de plena floracion, con colores segln tratamiento.

El mejor comportamiento de esta variable en el afio 1 es consecuencia de la
menor cantidad de tallos producida, y a pesar de no demostrarse efectos significativos ni
interaccion entre tratamientos, se puede observar una ventaja de los marcos de

plantacién de 0,7, sobre todo en el ciclo 2.

Cobra importancia aqui el IPs, ya que es la particion que constituye la materia

prima para la extraccion de AE. Tal como se observd en la Tabla 5. 5, el 1Pt difirio
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significativamente entre ciclos (1>2). Sin embargo, analizando el efecto de subespecies
dentro de arfios, si bien los valores de IPf son similares estadisticamente, hay un
cruzamiento de comportamiento entre ciclos, con una tendencia a favor de “O. Criollo”
para el afio uno, y una tendencia a favor de “O. Compacto” para el afio 2. Para explorar
estas diferencias se analizd la proporcién de flores respecto a la biomasa total (Figura 5.
7'y Figura 5. 8). Se puede afirmar que “O. Criollo” presenta una mayor eficiencia de
particion, en base al comportamiento en etapas de floracion tardia, donde comienza a
declinar la biomasa total acumulada y sigue destinando asimilados hacia flores, a

diferencia de lo observado en “O. Compacto”.
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Figura 5. 7. Indice de particion de flores (IPf) a partir de la dindmica de produccion de Biomasa a lo largo
del ciclo 1 para “O. Compacto” bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).
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La particion de “O. Compacto” mantuvo la misma tendencia que el patron de

acumulacion de biomasa y consecuentemente la distribucion de asimilados hacia flores

fue menor. EI MP no tuvo una marcada influencia en esta ultima variable, aunque se

advirtio un efecto positivo en su valor bajo el MP de 0,70.
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Figura 5. 8. Indice de particion de flores (1Py) a partir de la dinamica de produccion de Biomasa a lo largo
del ciclo 2 para “O. Compacto” y Criollo bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40

m).

Para profundizar los procesos que explican la eficiencia de las distintas

subespecies, se analizaran a continuacion la capacidad de captura y uso de la radiacion.
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5.3.3. Captura y Uso de la Radiacidén en Orégano e influencia del
marco de plantacion.

Siguiendo el modelo ecofisioldégico de determinacion de rendimiento, la
radiacion fotosintéticamente activa interceptada (Ri) es uno de los factores que regula la
productividad del cultivo. Esta variable se vio modificada segun el ciclo de cultivo, el
MP y la subespecie, asi como también existi6 una interaccion significativa entre
ciclo*DDT, y MP*DDT, lo cual indica que la dindmica de intercepcién de radiacion
también fue diferente entre ciclos de produccion y MP (Tabla 5. 7). A la dindmica de

intercepcion se la puede apreciar en la Figura 5. 9.

En cuanto a la RFAI acumulada, existieron diferencias significativas entre ciclos
(2>1), y en la dindmica de esta variable en el tiempo entre ciclo y MP (Figura 5. 9),

mostrando una tendencia a favor del MP de 0,35 para el ciclo 1.

Tabla 5. 7. Radiacion interceptada (%) en 2 afios de produccion para dos subespecies de orégano (“O.
Compacto” y “O. Criollo™) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40 m).

Tratamiento Ri (%) ANAVA (valor p)
Ciclo 0.0036
Ciclo 2 79.5a
Ciclo 1 745D
MP 0.0274
0,35x 0,40 80.8 a
0,70 x 0,20 73.3b
Subespecie 0.0261
“O. Criollo” 77.3a
“0O. Compacto” 76.6 b
Ciclo*DDT 0.0189
MP * DDT 0.0114

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).
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Figura 5. 9. Dindmica de intercepcion de radiacion en 2 afios de produccién para dos subespecies de
orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo”) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40
m). a Radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada (RFAi-ac); b, Radiacion
fotosintéticamente activa interceptada (Ri). Las flechas indican el momento de plena floracién, con
colores segun tratamiento.

Respecto al area foliar (IAF), s6lo fue significativa la interaccion
subespecie*MP*DTT, por lo cual la dinamica de generacion de area foliar se vio
modificada segiin combinacién de tratamientos (valor p=0,0332, Figura 5. 10.a). Al
analizar en afios separados, s6lo el segundo afio de produccion evidencio diferencias de

IAF entre subespecies, y en la interaccion con el tiempo (Tabla 5. 8,Figura 5. 10).
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Figura 5. 10. Dindmica del Indice de Area foliar (IAF; m*hoja/m?® suelo) en dos subespecies de orégano
(“O. Compacto” y “O. Criollo™) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m). a, |AF
promedio de dos ciclos; b, IAF del ciclo 2. Las flechas indican el momento de plena floracion, con
colores segun tratamiento.

Tabla 5. 8. Indice de Area Foliar (IAF) promedio del ciclo 2 de produccién para dos subespecies de
orégano (Compacto y Criollo) bajo dos marcos de plantacion.

Tratamiento IAF (m?) ANAVA (valor p)
Subespecie 0.0434
“O. Criollo” 5.6a
“0. Compacto” 39b
Subespecie * DDT 0.0251

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de
Fisher (P<0.05).

El IAF entonces posiciond al “O. Criollo” como la subespecie con mayor indice,
demostrando un efecto de genotipo, a diferencia de lo sucedido con la RFAi-ac en
donde no se observaron diferencias entre subespecies, pero si entre afios. Ademas en la
Figura 5. 10 también pudo observarse una tendencia a favor de “O. Criollo” bajo MP de
0,7.

Las diferencias en biomasa total producida también estan dadas por la eficiencia

con la que los cultivos utilizan la RFAI acumulada, es decir, la EUR. Esta variable
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pendiente de la regresion entre Bt y RFAi-ac difirié a nivel de ciclos de cultivo asi

como también en la interaccion entre cicloy MP (Figura 5. 11y Tabla 5. 9).

La EUR fue significativamente menor en el ciclo 2 y existio un cruzamiento de

respuesta respecto al MP puesto que en el primer afio el MP de 0,35 surgié como el mas

eficiente, y en el ciclo dos sucedi6 lo contrario (Figura 5. 11).

a 1000, 1000
@ 0. Compacto 0,35 @ o0.criollo 0,35
0. Compacto 0,7 @ o.criollo 0,7
800+ 800
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Figura 5. 11. Biomasa total (Bt) en funcién de la RFAI en dos subespecies de orégano en (“O. Compacto”
y “O. Criollo”) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m). a, ciclo 1; b, ciclo 2.
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Tabla 5. 9. Pendiente de regresiones lineales obtenidas a partir de la Biomasa total (Bt) en funcién de la
RFAI acum. en dos afios de produccidn para dos subespecies de orégano (“O. Compacto” y “O. Criollo”)
bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).

Ciclo Subespecie MP Pendiente r
1 “0. Compacto” 0,35 0.95a 0.91
1 “0O. Compacto” 0,70 0.75 bc 0.70
1 “0. Criollo” 0,35 0.82 ab 0.98
1 “Q. Criollo” 0,70 0.82 ab 0.78
2 “0O. Compacto” 0,35 0.25d 0.88
2 “0O. Compacto” 0,70 0.44 cd 0.90
2 “Q. Criollo” 0,35 0.37d 0.72
2 “Q. Criollo” 0,70 0.33d 0.79
ANAVA Valor p
Ciclo 0,0001
1 0.79a
2 0.33b
Ciclo*MP 0.0195
1*0,35 0.89a
1*0,70 0.68b
2*0,70 0.36¢
2*0,35 0.29c

Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test DGC
(P<0.05).

La comparacion de EUR a lo largo de los dos afios no permitié observar
diferencias estadisticamente significativas en el afio dos, por lo cual se exploraron las
diferencias a través del analisis por afios separados. De esta manera, la interaccién
MP*Subespecie si fue significativa (valor p = 0,0137; Figura 5. 12). En el primer afio de
produccion, solo O, Compacto se vio favorecido con el MP méas homogeneo en
términos de la EUR (Tabla 5. 9), pero en el segundo afio de produccion esta subespecie
disminuyé de manera significativa su EUR bajo MP de 0,35, siendo esta vez mas
ventajoso el MP de 0,7 (Figura 5. 12).
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Figura 5. 12. Eficiencia en el Uso de la Radiacién (EUR) del ciclo 2 de produccién para dos subespecies
de orégano (O, Compacto y O, Criollo) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m).
Para cada tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segin Test LSD de

Fisher (P<0.05).
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5.4. DISCUSION

La produccion de biomasa de un cultivo puede ser explicada por el modelo
ecofisioldgico, que define a la biomasa acumulada como el producto entre la tasa de
crecimiento del cultivo (TCC) y la duracion del periodo de crecimiento (Hall, 1979). En
este estudio, la mayor Bt del cultivo fue observada en el ciclo 2 de crecimiento (Tabla 5.
1), debido al mayor tiempo de acumulacién de biomasa y no a una mayor TCC, puesto
que esta Ultima disminuyo casi el 50% en el ciclo 2 y respecto al 1 (Tabla 5. 1. y Tabla
5. 3). Dado que existi6 una estrecha relacion entre lo sucedido en el afio 1y 2, la
abrupta disminucion de TCC se deberia a una mayor proporcién de tallos en el ciclo 2
(Tabla 5. 5), érganos no fotosintetizantes por excelencia. Esto produjo, en consecuencia,
una menor eficiencia fotosintética del cultivo (Tabla 5. 9). Es probable también que los
cultivos en el segundo ciclo tengan un mayor costo energético de mantenimiento
respecto al primero, puesto que su mayor proporcion de tallos incide en el balance
fotosintesis/respiracion aumentando la tasa respiratoria en desmedro de la tasa

fotosintética (Cannell y Thornley, 2000), de ahi que la TCC resultante sea menor.

Respecto a las diferencias entre tratamientos, y analizando el promedio de los
dos ciclos de produccion, el cultivo en el MP tradicional (0,70 m x 0,20 m) en ambas
variedades produjo mayor Bt (Tabla 5. 2), por lo cual en este sentido no se justificaria el
uso de MP de 0,35. Sin embargo, efectuar esta afirmacion mediante el anélisis de esta
sola variable no seria conveniente, dado que la interaccion con el tiempo y la subespecie
es significativa. Es necesario profundizar el andlisis ecofisioldgico del proceso de
generacion de biomasa ya que es relativo al avance del ciclo y al genotipo.

Si bien existio una estrecha correlacion entre afios, las grandes diferencias tanto
de TCC como de EUR entre ciclos diluyen los efectos individuales de los tratamientos.
Es por ello que para explicar el proceso de produccion de biomasa se interpretaron los
resultados de ciclos por separado.

Asi, en el ciclo 1 los valores extremos de TCC se observaron en “O. Compacto”,
que bajo MP de 0,35 manifesté la mayor TCC. La TCC en “O. Criollo” no difirio
significativamente entre MP (Tabla 5. 3). Ahora bien, es oportuno relacionar esta

variable con la biomasa maxima en floracion (By), teniendo en cuenta que la TCC posee
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una influencia directa sobre la biomasa producida final de la fase lineal de crecimiento.
A pesar de que en este ciclo las diferencias en B no fueron significativas entre
tratamientos (Tabla 5. 4), en la Figura 5. 3 se observa que la B de O. Compacto*0,35
no fue la mayor, pese a tener la mas alta TCC. Teniendo en cuenta que la produccién de
biomasa depende de la RFAi-ac y la EUR (Andrade et al., 1992), lo sucedido hasta aqui
puede explicarse porque hasta el momento de plena floracion, la RFAi-ac de O.
Compacto*35 fue baja en comparacion con los tratamientos O.Criollo*0,35 y O.
Compacto*0,7 (1223 MJ/m.d; Figura 5. 9). En este sentido, la RFAi-ac tuvo mayor peso
en la determinacion de la Bf, ya que si se considera la EUR, O. Compacto*35, también
tuvo una eficiencia mayor. Es por ello que en un primer ciclo de produccion, O.

Criollo*0,35 produjo mas By, ya que presenté una mayor RFAi-ac (1474 MJ/m2.d).

En el ciclo 2 de produccién en cambio, la B fue mayor para los MP de 0,7 y
para “O. Criollo” (Tabla 5. 4), siendo la combinacion O. Criollo*0,7 la de mejor
rendimiento (Figura 5. 3). La base de estos resultados subyace en una mayor TCC
(aunque estadisticamente no difiera de los otros tratamientos), pero principalmente a
una EUR superior. Esto se manifiesta en mas biomasa por unidad de radiacion
interceptada, patron que, en este segundo ciclo, se repite para ambas subespecies
(Figura 5. 11). Es por ello que la eficiencia de uso del recurso luminico seria mayor bajo
espaciamientos tradicionales. Ademas, observando el 1AF, que es uno de factores de
principal importancia en el proceso de intercepcion de radiacion (Gardner et al., 1985),
existié una clara tendencia de mayor IAF bajo MP de 0,7 (Figura 5. 9), lo que también

se refleja en un mayor porcentaje de Ri (Figura 5. 10).

Teniendo en cuenta el modelo ecofisioldgico de determinacion del rendimiento,
Y = Ri x RUE x IP (Monteith, 1977), es necesario analizar lo sucedido con los demas
parametros que hacen a la productividad de un cultivo, esto es, su eficiencia de particion
(1P).

Los diferentes 6rganos que genera el cultivo de orégano cumplen reconocidas
funciones, entre las cuales a las hojas se las destaca por la intercepcion de radiacion
(ademas de su indiscutible aporte en la generacién de biomasa mediante el proceso de
fotosintesis), a los tallos por su caracter de sostén y como generador de la arquitectura

de la planta, y a las flores como el 6rgano principal de cosecha y que le otorga calidad a
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la produccion. Asimismo la fotosintesis en numerosos cultivos también es llevada a
cabo por estructuras florales, y también por tallos, siempre y cuando éstos permanezcan
verdes (Aschan y Pfanz, 2003). En este sentido entonces, es fundamental el analisis de
la particion de asimilados, de modo tal de explorar las estrategias de produccion de
biomasa, asi como también su eficiencia en la distribucién de asimilados hacia 6rganos

de utilidad tanto fisiol6gico como agronémica.

Tal como se observo en el punto 5.5.2, la particion de asimilados hacia los
diferentes 6rganos de la planta no manifest6 efecto diferencial respecto al MP, puesto
que ni el efecto aislado del MP, ni la interaccion de éste con otros tratamientos
(subespecie, ciclo) fueron estadisticamente significativas (Tabla 5. 5). En cambio el
efecto de los diferentes ciclos y, su interaccién con el genotipo, fue claramente
significativo, diferencia impulsada principalmente por el importante aumento en la
proporcion de tallos en el en el segundo afio, en detrimento del IPh y del IPf. Este fue
uno de los factores que podria explicar la gran caida en la EUR de un ciclo a otro, ya
que la mayor cantidad de biomasa no fotosintetizante (tallos), incrementaria la actividad
respiratoria en desmedro de la actividad fotosintética, disminuyendo asi la eficiencia

fotosintética de la planta (Gardner et al., 1985).

A su vez, observando lo sucedido dentro de cada afio, en el primer ciclo no hay
diferencias entre subespecies en el IP, pero si, en el segundo afio respecto al IPt, siendo
mayor en “O. Criollo”. Esta situacion resulta relevante ya que son las hojas y bracteas
florales los 6rganos de importancia productiva (Lenardis et al., 2006), por lo tanto esta
especie seria la menos eficiente en cuanto a la distribucién de asimilados hacia 6rganos
cosechables. La relacién H+F/T, o particién productiva, refleja mejor esta caracteristica
y en esta variable, a pesar de no evidenciarse efectos significativos de los tratamientos
(Tabla 5. 6), vale la pena destacar que existio una clara influencia del MP sobre todo, en
el ciclo 2. Al observar lo que sucedi6 con la dindmica de esta variable vemos que en
este afio ambas subespecies se vieron favorecidas bajo MP de 0,7, pero O.
Compacto*0,7 marco una diferencia sustancial respecto a los demas tratamientos
(Figura 5. 6). Mientras que en el ciclo 1, no hubo una tendencia a favor de ningin MP, y

la particion productiva fue relativa a la combinacion MP*subespecie.
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Para dar una idea acabada acerca de cual combinacion de subespecies y MP seria
la més eficiente en la particion de asimilados, debe analizarse ver lo que sucedié con la
particion especifica de flores, ya que son estos 6rganos los que brindan calidad al
producto deshidratado, o con mas razon, si el objetivo de produccion es el aceite
esencial (Kizil et al., 2009). Analizando la proporcion de flores respecto a la biomasa
total, (Figura 5. 7 y Figura 5. 8), independientemente del MP, se puede afirmar una
mayor eficiencia de particion del “O. Criollo”, ya que mantiene en aumento la particion
a flores en etapas de plena floracion y floracion tardia. El cultivo en estas etapas,
comienza a declinar en biomasa lo cual se atribuye principalmente a la senescencia de
hojas. Esto se puede evidenciar analizando exclusivamente el primer ciclo de
produccion, en donde los muestreos continuaron luego de la llegada al momento de
plena floracion, a diferencia del segundo en donde la etapa de muestreos finaliz6 con la
plena floracion. En el primer afio entonces, se observo una dismimucion de la Ri como
consecuencia de los procesos de senescencia y absicion de hojas (Figura 5. 9). En estas
etapas, la biomasa total acumulada disminuy6 y también se pudo apreciar que “O.
Criollo” sufrié mayor caida de hojas que “O. Compacto” (Figura 5. 4), pero a su vez
hay un aumento en la proporcion de flores pese a la disminucion de biomasa total, bajo
cualquier MP (Figura 5. 7). Por todo esto resulta importante destacar que a pesar de que
el “O. Compacto” se mostro mas eficiente en cuanto a la particion productiva (relacion
H+F/T) en el segundo ciclo, el “O. Criollo” fue el méas eficiente en la particion
reproductiva. Ademas, esta caracteristica se mantuvo en los dos ciclos de produccion,
por lo tanto el “O. Criollo” se presentd no solo como mas eficiente sino como mas

estable en el proceso de particion de asimilados.

En el analisis ecofisiologico del cultivo de orégano resulta fundamental también
establecer relaciones de tipo causa-efecto de lo sucedido entre los dos afios del ensayo,
ya que evidentemente existe una correlacion entre ciclos. En el segundo ciclo, tal como
se mencion6 anteriormente, los muestreos fueron realizados hasta el momento de plena
floracion, por lo cual no deberia existir el proceso de senescencia y caida de hojas
ocurrido en el ciclo 1 (Figura 5. 7). Asi, en el ciclo 2, si bien la curva de produccion de
biomasa se mantiene en aumento, pudo advertirse que la proporcion de flores de O.

Compacto*0,35 presentd una caida incluso antes de llegar a plena floracion, lo cual dio

90



indicio de una baja eficiencia de particiébn de asimilados hacia 6rganos Utiles de
cosecha, tal como fuera discutido en el parrafo anterior (Figura 5. 8). Para explicar esta
caida es necesario remitirse también a lo sucedido con las demaés variables analizadas,
como por ejemplo biomasa total promedio del cultivo (By), tasa de crecimiento (TCC),
biomasa maxima producida (Bg), intercepcion de radiacion (Ri), IAF y EUR, todas estas
de menor valor para O. Compacto*0,35 en comparacion con los demas tratamientos.
Teniendo en cuenta que “O. Compacto” se presenta como una subespecie de tipo
rastrera, cabria esperar que una disposicion mas homogeénea en el terreno favoreciera a
la eficiencia en la captacion del recurso luminico. En este sentido dicha hip6tesis pudo
ser confirmada, ya que, en el primer ciclo de produccién “O. Compacto” bajo MP de
0,35 alcanzo el IAF critico mas rapido (Figura 5. 10). Esto le garantiz6 que la TCC del
cultivo fuera la 6ptima en el corto plazo (Andrade y Sadras, 2000), y consecuentemente,
el cultivo gener6 biomasa a la mayor tasa, y con la maxima eficiencia. Sin embargo,
existieron otros factores que resultaron perjudiciales para esta subespecie: la rapida
cobertura del surco generé un denso canopeo y con ello un importante deterioro del
aparato fotosintético del cultivo por excesivo sombreo, lo cual se constata en la rapida
caida del 1AF (Figura 5. 10). Por lo tanto el mayor costo de mantenimiento del cultivo
no pudo ser compensado con una mayor tasa fotosintética. De ahi la senescencia
anticipada de las plantas en este marco de plantacion. Ademas, esa alta densidad de la
canopia también genero un microclima desfavorable para la sanidad del cultivo (Giesler
et al., 1996; Krupinsky et al., 2002), razén por la cual este tratamiento fue el que se
mostré mas susceptible a ataques de hongos, entre otras plagas (datos observados no

cuantificados).

Asi, el ciclo dos comenzd con plantas menos vigorosas y de ahi que en este
tratamiento se vieron reducidas tanto la By, la By, y la eficiencia de particion durante este
altimo ciclo. Si bien el ciclo dos de produccion se caracterizd por una disminucion tanto
de la TCC como de la EUR en todos los tratamientos, estos dos parametros, tal como se
discutié previamente, estdn correlacionados y justamente la baja EUR genera una
disminucion en la TCC por una menor cantidad de MS producida por unidad de luz
interceptada (Gardner et al., 1985). Pero, comparativamente, O. Compacto*0,35

manifestd mas abruptamente esta caida (Tabla 5. 9). El factor al cual se le atribuy6 la

91



caida de EUR de un afio a otro fue la mayor proporcién de tallos pero en O.
Compacto*0,35 podria existir un factor adicional que explica la mas profunda caida de
su EUR. Este, seria el excesivo costo energético que imprimié esa alta densidad de
canopeo del afio uno, que tendria consecuencias sobre la velocidad de deterioro de la
canopia, y que finalmente influiria directamente en el estado sanitario al final del ciclo
del cultivo. Estos procesos practicamente no se produjeron bajo MP de 0,7 (Figura 5.
12). Con este marco de plantacién se mostrd una respuesta claramente favorable de la
EUR. Es por ello que para esta subespecie un MP de 0,35 no seria recomendado, puesto
que las ventajas que éste otorga en el primer afio, resultan contraproducentes para el

segundo afio de produccién.
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5.5. CONCLUSION

La eficiencia del uso de la radiacion en orégano fue diferente entre subespecies,
pero esa diferencia dependié claramente de la edad del cultivo y del marco de
plantacion. En un primer afio productivo, la eficiencia fotosintética fue superior que en
el segundo y las subespecies respondieron diferencialmente segun el marco de
plantacion. Mientras “O. Criollo” no manifestd una influencia del MP significativa
sobre su eficiencia fotosintética, siendo el factor de espaciamiento no determinante en la
definicién de la productividad de esta subespecie, “O. Compacto” si presentdé una
respuesta diferencial segin MP. La arquitectura rastrera de las primeras etapas de
desarrollo de “O. Compacto”, en combinacion con una disposicion en el campo mas
equidistante entre plantas, le confieren ventajas en un primer ciclo de produccion,

incrementando de manera significativa la captura y la EUR respecto al MP de 0,7.

Sin embargo, la caida abrupta en la EUR en un segundo afio de produccion,
indicé que un marco de plantacion homogéneo repercute en la generacion de un
microclima adverso a nivel de canopeo que se refleja en una mayor susceptibilidad a

enfermedades, comprometiendo el ciclo productivo subsiguiente.

En el presente estudio se hizo énfasis en las estrategias de exploracion del
recurso luminico por parte de “O. Criollo” y “O. Compacto”, y si bien no hubo una
clara diferenciacion entre estas subespecies respecto a la Ri y RFAi-ac, el patron de
acumulacion de biomasa de cada subespecie si fue diferente. “O. Criollo” sigue
priorizando la formacién de érganos florales atn en etapas de senescencia y fin de ciclo.
Por el contrario en “O. Compacto” la biomasa de flores se pierde tan rapidamente como
la de hojas. Estos aspectos influyen de manera importante en el manejo de los tiempos
de cosecha, siendo el “O. Criollo” menos exigente que “O. Compacto” en cuanto al
momento de cosecha. Ademas, “O. Criollo” se mostrd mas eficiente en la distribucion
de asimilados hacia los diferentes 6rganos de la planta. Asimismo, el marco de
plantacion no tuvo un claro efecto en el proceso de particion para ninguna de las
subespecies. A pesar de esto, y, considerando que el ciclo agronémico de produccion
del orégano involucra de 3 a 5 afios, el uso de marcos de plantacion tradicionales otorga

mayor estabilidad en los parametros productivos para ambas subespecies,
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desaconsejando los marcos de plantacion mas homogéneos. Estos Gltimos, en el caso
del “O. Compacto”, generan un efecto perjudicial en la obtencién de rendimientos, y en

“QO. Criollo” los componentes de rendimiento no se incrementan significativamente.

Los resultados obtenidos en el presente capitulo rechazan parcialmente las
hipdtesis planteadas acerca de una mayor eficiencia en el uso del recuso luminico por
parte especies de porte rastrero (ver hipotesis d, e y f, Capitulo 1, pag. 14), puesto que

una mayor eficiencia pudo verse sélo en un primer ciclo productivo.

En base a los parametros ecofisiologicos obtenidos, mas estudios seran
necesarios atendiendo a aspectos de manejo en términos de momentos de cosecha, que

de esta manera optimicen la productividad de cada subespecie.
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Capitulo 6

PRODUCTIVIDAD DE ACEITE ESENCIAL DEL
CULTIVO DE OREGANO
-ENFOQUE ECOFISIOLOGICO-

6.1. INTRODUCCION

El género Origanum (tribu Mentheae, familia Lamiaceae) comprende unas 70
especies, subespecies, variedades e hibridos, que se caracteriza por una gran diversidad
morfoldgica (Kintzios, 2002b). Las especies del género, sus hibridos y subespecies
utilizadas especialmente con fines culinarios (“orégano”), son también numerosas y sus
caracteristicas organolépticas se encuentran ligadas al aceite esencial que producen. Es
asi que desde el punto de vista agronémico, en el cultivo de orégano cobra importancia
no solo la productividad de biomasa, sino también el contenido de AE en términos de
rendimiento y de los constituyentes quimicos que lo conforman ya que estos determinan
su calidad olfativa y gustativa como sustancia saborizante (Ghershenzon et al., 2000).

Se define al AE como una mezcla compleja de sustancias quimicas
pertenecientes, en su mayoria, al grupo de los terpenos y fenilpropanoides. La
proporcidn de estas sustancias pueden cambiar en forma cualitativa y cuantitativa con el
genotipo, la ontogenia (Dudai et al., 1992; Gumdiscu et al., 2008) y con el lugar
geografico donde se establezca un cultivo (D"Antuono et al., 2002). Entonces para
definir a las distintas variedades existentes en cuanto a su productividad en aceite
esencial, es importante determinar tanto el contenido de esencia producido, como los

constituyentes quimicos que la conforman.

Especificamente Origanum vulgare L., es una especie con alta diversidad de
caracteres como color de flores, estructura de la hoja, produccién de aceites esenciales y
proporcion de constituyentes de aceites esenciales (AE) (Gavalas et al., 2011). Esta
particularidad resulta potenciada dada la gran variabilidad de ecotipos, subespecies y

hasta quimiotipos existentes. Es por ello que existen dificultades a la hora definir las
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caracteristicas composicionales de su esencia. Asi, por ejemplo, dentro de los
constituyentes del AE de O. vulgare ssp. vulgare se han citado a cariofileno, a sabineno,
a B-ocimeno y a 4-terpineol como componentes principales (De Falco et al., 2013;
Mockute et al., 2001; Sahin et al., 2004; Sezik et al., 1993). En el caso de O. vulgare
ssp. hirtum en cambio, carvacrol y timol son los componentes principales mas citados,
demostrando una variabilidad algo menor en este caracter (Adam et al., 1998; Azizi et
al., 2009; Veres et al., 2003).

La caracterizacion de la composicion del AE es sumamente importante a la hora
de definir la calidad de la esencia. Al ser una especie aromatica destinada
principalmente a mejorar sensorialmente los productos alimenticios, la calidad esta
definida principalmente por sus atributos de sabor (atributo constituido por olor, aroma
y gusto; Asensio, 2013). Asi, esencias ricas en p-cimeno y a-terpineno por ejemplo,
tienen aroma herbaceo y citrico més intenso. Por otra parte, un AE rico en
monoterpenos oxigenados como timol, carvacrol, terpineol tiene fuertes notas picantes

que se relacionan con el aroma resinoso (Juliani et al., 2007; Juliani et al., 2008)

Ademas, si bien tanto para el Codigo Alimentario Argentino como para las
normas internacionales (ISO 7925) s6lo se establece como parametro de calidad un
umbral de AE del 1.5 ml de esencia por cada 100 g de peso seco (Xifreda, 2009), en el
ambito de la Union Europea existe una norma para su uso como aditivo alimenticio. En
ella, el contenido porcentual de la suma de sus constituyentes mayoritarios, timol y
carvacrol, no debe ser menor al 85% siendo este criterio utilizado como marcador

fitoquimico para la identificacion de la esencia de orégano (Molteni, 2011).

Los componentes del AE del orégano también son los responsables de su
actividad bioldgica, entre las cuales se destaca la propiedad antimicrobiana de su
esencia (Bakkali et al., 2008; Bendahou et al., 2008). Esto es un caréacter valioso para la
industria alimentaria ya que aporta a la estabilidad de los alimentos asi como también a
conservar su inocuidad. En este sentido, timol y carvacrol son dos de los principales

agentes gque otorgan dicha actividad (Helander et al., 1998).

Ademas, otra de las propiedades mas destacadas del AE de orégano es su

capacidad antioxidante, atribuida a la presencia de grupos hidroxilo en los compuestos
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fendlicos como el timol, el y-terpineno y el carvacrol (Bakkali et al., 2008; Baratta et
al., 1998; Garcia-Pérez et al., 2012). En células vivas, estos inhiben la peroxidacién
lipidica protegiendo al ADN del dafio por radicales hidroxilo; asimismo, en los
alimentos, también intervienen atrapando radicales libres, evitando su deterioro en el
tiempo (Martinez-Tomé et al., 2001). Si bien la funcidén antioxidante de estos
compuestos en los alimentos ha atraido mucha atencién en relacion con el papel que
tiene la esencia en la dieta en cuanto a la prevencion de enfermedades, esto se ve
limitado teniendo en consideracion la variabilidad quimica con que se presenta y su uso
culinario como aromatizante pero no como alimento, lo que lleva a restringir sus
aplicaciones industriales. Ademas, estas Ultimas son limitadas debido al aroma y sabor
que pueden conferir a los alimentos donde se aplicarian, por lo que se requiere de

investigacion en procesos de deodorizacion (Moure et al., 2001).

Por todo lo antedicho, la cantidad y tipo de componentes del AE, incluidos los
componentes trazas, ademas de proporcionarle una determinada posicion dentro de las
normas de calidad existentes, lo definen y distinguen en cuanto a sus caracteristicas
organolépticas (Garcia-Pérez et al., 2012). Por lo tanto es de importancia poder
caracterizar las esencias de las dos subespecies en estudio en estos aspectos.

Ahora bien, los efectos ambientales que explican la variabilidad tanto quimica
como de rendimiento del aceite esencial ain son poco claros. Se ha demostrado que la
acumulacion de esencia es mayor cuando la luminosidad es méas intensa o de mayor
duracién (Bandoni, 2000). Sin embargo existe confusion sobre el efecto de otros
factores como disponibilidad hidrica y de nutrientes sobre la produccién de esencia en
determinadas aromaticas. Por ejemplo, muchos autores establecen que el contenido de
aceite esencial aumenta con la mayor disponibilidad hidrica y de nitrégeno (Marques et
al., 2009; Said-Al Ahl et al., 2009). Pero por otro lado, Azizi et al,, (2009) contradice
estos resultados. También se comprobd mayor produccion de AE en manejos de cultivo
en altas densidades de plantacion, tanto en orégano como en otras especies aromaticas
(Kizil et al., 2009; Nurzynska-Wierdak y Dzida, 2009; Rao, 2002), aunque en orégano,
no se ha determinado con precision si dicho incremento se debe a mayor cantidad de

tricomas por unidad de area foliar o de peso fresco, a una mayor secrecion de aceite
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esencial por planta, o sélo a una mayor produccion de biomasa por unidad de superficie
(Kizil et al., 2009; Nurzynska-Wierdak y Dzida, 2009).

Estos antecedentes abren interrogantes acerca de los factores de manejo
agronomico que determinan la calidad del orégano desde el punto de vista de la
produccion de AE. Por lo cual para el presente capitulo se plantean como objetivos: i)
determinar la dindmica de produccion de AE de dos subespecies de Origanum vulgare
L. a lo largo del ciclo; ii) evaluar la incidencia que posee el marco de plantacion sobre el
rendimiento de AE; iii) caracterizar cuali y cuantitativamente la esencia de dichas
subespecies; iv) analizar el efecto del momento de floraciéon sobre la composicién del
AE.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Diseio Experimental

Para cumplir con los objetivos del presente capitulo se utilizaron muestras del
Exp. 3, citado en el Capitulo 5, manteniéndose los tratamientos de subespecie (“O.
Compacto” y “O. Criollo”), y de marcos de plantacion (MP), el tradicional, de 0,70 m
entre surcos x 0,20 m entre plantas (abrv. 0,7), y uno de tipo cuadrangular-homogéneo,

de 0,35 m entre surcos x 0,40 m entre plantas (abrv. 0,35).

6.2.2. Parametros evaluados

a. Dinamica de produccién de AE

Para estudiar la dindmica de produccion de aceite esencial a lo largo de la
ontogenia del cultivo se tomaron muestras de material fresco de cada tratamiento
mensualmente en el ciclo 1, y en el segundo ciclo sélo en etapas de inicio y de plena

floracion (Rsy Re, segun escala descripta en la presente Tesis, Capitulo 2, Tabla 2. 2)

b. Rendimiento de AE

El rendimiento de aceite esencial en cada muestreo se obtuvo en porcentaje de
esencia por unidad de peso fresco (ml/ 100 g PFr), mediante destilacién por arrastre con
vapor de agua (Evans y Dickinson, 2005; Robbers et al., 1996), utilizando extractores
de esencias de acuerdo a los métodos farmacogndsticos de Farmacopea Argentina 7°
edicion (2003). La cantidad obtenida se midio por lectura del tubo graduado del equipo
de destilacion. El aceite esencial fue luego secado sobre sulfato de sodio anhidro y
conservado en frasco oscuro a 4 °C hasta el momento de su procesamiento para el

analisis cuali-cuantitativo de sus componentes por cromatografia gaseosa.

c. Andlisis cualitativo del AE. Cantidad y proporcién de componentes
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Se analizaron muestras de material fresco del ciclo 1, en estadios de Plena
Floracion (PF, Rg) y Floracion Tardia (FT), descripto como una etapa posterior de Rg en
30 dias, en donde el cultivo ain en pie, sigue con procesos oxidativos. La técnica de

andlisis fue por cromatografia gaseosa y espectrometria de masas (CG-EM).

Para la separacion de los constituyentes de la esencia se utilizé un cromatédgrafo
marca Perkin Elmer (Shelton, Conn., U.S.A.) modelo Q 700, acoplado a espectrémetro
de masas, equipado con columna capilar DB5 (30 m de largo, 0,25 mm de d.i., 0,25 mm
de particula). El gas portador fue helio, con un flujo fijado en 0.9 mL/min. La energia de
ionizacion (IE) del espectrometro de masas acoplado fue de 70 ev. Los datos espectrales
de masas fueron adquiridos en modo “scan”, desde m/z =35 a m/z =450 (scan time: 0.2
s, inter-scan time: 0.1s). Cada muestra se diluy6é con hexano, en una proporcion de 5
puL/100 mL. El volumen de inyeccion fue de 1uL en modo de inyeccion Split (20
mL/min). La temperatura del inyector fue de 260 °C y la del detector de 280 °C. Se
trabajo con temperatura programada: Temperatura inicial de 60°C por 5 minutos, rampa
de 5°C/min y Temperatura final de 250 °C por 10 min. La identificacién de cada uno de
los constituyentes de la esencia se realizd por comparacion de su tiempo de retencion y
el patron de rompimiento molecular con aquellos encontrados en la base de datos de las
Bibliotecas del programa NIST MS Search 2.0. El analisis cuantitativo de los

constituyentes se realizo a través de la normalizacion de aéreas de los picos.

6.2.3. Analisis estadistico

El rendimiento de AE fue analizado a través de un modelo multivariado lineal
mixto, contemplando como efectos fijos sobre la variable respuesta al ciclo agronémico
de produccién (Ciclo 1 y 2), el marco de plantacion (MP de 0,7 y de 0,35), y la
subespecie (“O. Compacto” y “O. Criollo”), y un efecto adicional aleatorio dado por la
repeticion. Ademas se analiz6 al efecto del total de interacciones de los factores fijos
sobre el rendimiento de AE, expresadas como Ciclo * MP, Ciclo * Subespecie y sus
posibles combinaciones. Para comparacion de medias se utilizd la prueba LSD de
Fisher, con un nivel de significancia de 0.05. Estos analisis se realizaron con el sofwtare
Infostat (Di Rienzo et al., 2014).
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Dindmica de produccion de Aceite Esencial e influencia del
marco de plantacion sobre el rendimiento de esencia

La produccién de AE promedio de los dos ciclos agronémicos dependid
exclusivamente de la ontogenia del cultivo. Esto se ve reflejado al observar la dindmica
de produccion de esencia en funcion del estado fenolégico del cultivo (Figura 6. 1),
donde el mayor rendimiento correlacioné con la fenofase de floracion (segun escala
desarrollada en la presente tesis, Rg). Esto también fue observado por otros trabajos en
diversas especies del género, y en otras especies aromaticas (Arraiza et al., 2009;
Berghold et al., 2008). Ademaés, en la Figura 6. 1 puede observarse: i) que la
combinacion O. Compacto*0,35 manifiesta més rendimiento que el resto de las
combinaciones durante la mayor parte de su ciclo agronémico, pero una declinacién de
la produccion de AE hacia el final; ii) una tendencia de mayor produccién de esencia
del “O. Compacto” y de “O. Criollo” bajo MP de 0,7 hacia el final del ciclo. De alli la
importancia de ajustar los tiempos de cosecha.

2.0+
== (). Compacto - 0,35
=#-—=0. Compacto - 0,7
15 g (). Criollo - 0,35
—~ ™1 |—e—o.criollo-0,7
L.
o
2
E 1.0
)
L
<
0.51
0.0 v r v v r v
0 1 2 3 4 5 6

Estado de Madurez del Cultivo

Figura 6. 1. Produccién de aceite esencial (AE, en %, v/100 g de PF) promedio de dos ciclos de
produccion en funcion del estado de madurez (EM) de dos subespecies de orégano (“O. Compacto” y “O.
Criollo”) bajo dos marcos de plantacién (0,70 m x 0,20 m y 0,35 x 0,40 m). EM 0 a 3,
FenofasesVegetativas; EM 4, Prefloracién; EM 5, Inicio de Floracién; EM 6, Plena floracién.
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Teniendo en cuenta especificamente el momento de plena floracion y
considerando que es el momento de maxima produccién de AE (Kizil et al., 2008), se
realizd un anélisis estadistico del rendimiento de AE para detectar diferencias entre
ciclos productivos, marcos de plantacion, subespecies y sus correspondientes
interacciones. Asi, en la Tabla 6. 1 se puede observar que el rendimiento de esencia
difirio entre ciclos de produccion y subespecies. La interaccion de factores
Ciclo*Subespecie tambien fue significativa, es por ello que se muestra el detalle de
rendimiento para cada combinacion de factores. Por lo tanto el rendimiento de esencia
se vio influenciado por esta combinacion, siendo significativamente superior para el “O.

Compacto” en ciclo 2.

Tabla 6. 1. Rendimiento de AE (volumen por unidad de peso fresco) para dos subespecies de orégano
(“O. Compacto” y “O. Criollo™) bajo dos marcos de plantacion (0,70 m x 0,20 my 0,35 x 0,40 m) durante
dos ciclos de produccidon (Ciclo 1, 2011; Ciclo 2, 2012).

Tratamiento ANAVA (valor p) AE (% v/Pf)
Ciclo 0.0213
MP ns
Subespecie 0.0003
Ciclo * Subespecie 0.0519
Ciclo 2 * “O. Compacto” 182 a
Ciclo 1 * “O. Compacto” 1.29 b
Ciclo 2 * “O. Criollo” 1.07 b
Ciclo 1 * “O. Criollo” 1.02 b

Para cada combinacion de tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segln
Test LSD de Fisher (P<0.05).

Por el contrario, el rendimiento de AE no se vio influenciado por el marco de
plantacion en ninguna de las subespecies (Tabla 6. 1). Esto dltimo sugiere que el
espaciamiento entre plantas no impacta en una mayor produccion de AE. Sin embargo,
los marcos de plantacion tradicionales generaron mayor cantidad de biomasa productiva
(hojas y flores) (ver Capitulo 5, Figura 5. 6), por lo que, a pesar de no haber encontrado
diferencias significativas entre los MP, el mayor rendimiento de AE podria estar mas
asociado al MP de 0,7.

102



En cuanto a las diferencias encontradas entre las dos subespecies, las mismas
podrian explicarse por la diversificacion genotipica que afecta la estructura de sus
inflorescencias (ver Capitulo 2, Figura 2. 1). Teniendo en cuenta que el AE es
almacenado en los tricomas de los érganos florales, las cimas contraidas y compactas de
“O. Compacto” generarian una ambiente de mayor resguardo de dichas glandulas, por lo
cual esta subespecie seria menos propicia a la pérdida de AE por volatilizacion por

factores fisicos como viento o incluso en la manipulacion para la practica de cosecha.

A su vez, el mayor rendimiento de AE de “O. Compacto” respecto a “O.
Criollo” podria explicarse porque el primero manifiesta una mayor proporcién de hojas
y flores que “O. Criollo”, sobre todo en el ciclo 2 (ver Capitulo 5, Figura 5. 4). Ademas,
en este afno el area foliar fue notoriamente inferior en “O. Compacto”, lo cual podria
impactar en una mayor cantidad de tricomas por unidad de &rea foliar, repercutiendo
entonces en una mayor concentracion de tricomas y consecuentemente, en mayor

rendimiento de AE por unidad de peso fresco (ver Capitulo 5, Tabla 5. 8).

Al comparar entre afos, el ciclo 2 fue el que presentd mayor rendimiento de
esencia, y en este segundo afio de produccion, “O. Compacto” manifestd un gran
deterioro debido al ataque de hongos, trips y mosca blanca, sobre todo en el MP de
0,35. En este sentido, cabe destacar que el AE puede producirse como mecanismo de
defensa de la planta. Numerosos trabajos confieren a las esencias propiedades
antimicrobianas asi como también propiedades de ser repelente para insectos, pudiendo
tener un efecto toxico si se alimentan de ella, o previniendo su oviposicion (Isman,
2000; Karpouhtsis et al., 1998; Kordali et al., 2008). Esto podria explicar también la
ventaja productiva que se evidencié en el segundo afio de produccion de “O.

Compacto”.

Teniendo en cuenta los pardmetros de calidad del orégano para su
comercializacion, cabe destacar que el contenido de aceite esencial es uno de los
atributos mas apreciados comercialmente, y en base a este valor la produccion puede o
no ser colocada en el mercado, tanto nacional como internacional (Xifreda, 2009). En
este sentido, el rendimiento de esencia no debe ser inferior a 1.50 ml/100gr sobre base
de peso seco del material vegetal (ISO 6571) . En este estudio, el rendimiento de AE se

obtuvo sobre base de peso fresco, pero considerando el contenido de humedad de la
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muestra, en la Tabla 6. 2 se puede apreciar que ambas subespecies entrarian dentro de

los parametros de calidad para su comercializacion.

Tabla 6. 2. Rendimiento de AE promedio de dos ciclos de produccion para dos subespecies de orégano
(“O. Compacto” y “O. Criollo”). Valores expresados en volumen por 100 g de peso fresco (PFr) y de peso
seco (PS).

Subespecie AE (ml/100 g PS) % AE (ml/100 g PFr)
“0. Compacto” 3.9 15
“0. Criollo” 3.1 1.2

Para cada combinacién de tratamiento, letras distintas indican medias estadisticamente diferentes segun
Test LSD de Fisher (P<0.05).

6.3.2. Composicion de aceite esencial en dos etapas de la
floracion: Plena Floracién y Floracién Tardia utilizando la
técnica de CG-MS.

El nimero de componentes del aceite esencial de cada subespecie en cada época

de floracion (Plena o Tardia) fue de aproximadamente 16, tomando solamente aquellos

picos que se encontraban en un porcentaje mayor al 1% (Tabla 6. 3).
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Tabla 6. 3. Andlisis cuali y cuantitativo del AE de dos subespecies de orégano (“O. Compacto” y “O.
Criollo”) para dos epocas de cosecha, Plena Floracion (PF) y Floracion Tardia (FT). Ndmero de
compomentes (NC), Tiempos de retencién (TR), Componentes y Porcentajes de los componentes (> al

1%).

Subespecie Epoca NC TR Componente Porcentaje

“0O. Compacto” PF 1 9,547 Sabineno 4.1
2 9,757 B-mirceno 1.8
3 10,242  o-terpineno 3.1
4 10,397  o-cimeno 6.1
5 10,447  p-cimeno 14
6 10,483  B-felandreno 1.2
7 11,038  y-terpineno 2.7
8 11,638 Trans-Hidrato de Sabineno 31.9
9 12,498 4-Terpineol 9.2
10 12,618  a-terpineol 3.8
11 13,004 Linalol acetato 2.0
12 13,624  Timol 13.9
13 13,669  Carvacrol 1.2
14 14,839  Cariofileno 1.1
15 15,350  y-muroleno 1.4

“0O. Compacto” FT 1 9,637 B-pineno 4.4
2 9,842 B-mirceno 1.8
3 10,327  a-terpineno 3.1
4 10,483  o-cimeno 6.4
5 10,533  Limoneno 1.3
6 10,568  B-felandreno 1.2
7 10,958  y-terpineno 8.3
8 11,118 Cis- Hidrato de Sabineno 2.6
9 11,698 Trans-Hidrato de Sabineno 33.0
10 12,558  4-Terpineol 9.0
11 12,683 a-terpineol 3.8
12 12,954  Timol-metil-eter 1.0
13 13,064  Carvacrol-metil-eter 2.1
14 13,604  Timol 12.9
15 13,669  Carvacrol 1.2
16 14,894  Cariofileno 1.2
17 15,399  y-muroleno 1.5
18 15,510 B-bisaboleno 1.1

“Q. Criollo” PF 1 8,707 a-tujeno 1.3
2 9,567 Sabineno 3.5
3 9,797 -mirceno 2.5
4 10,277  o-terpineno 3.7
5 10,432  o-cimeno 7.0
6 10,478  p-cimeno 2.7
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Subespecie Epoca NC TR Componente Porcentaje

Continuacion Tabla 6.3
7 10,928  y-terpineno 10.6
8 11,073  Cis-Hidrato de Sabineno 2.9
9 11,583 Trans-Hidrato de Sabineno 17.7
10 12,503  4-Terpineol 8.9
11 12,618 a-terpineol 1.7
12 12,703  y-terpineol 14
13 13,014 Carvacrol-metil-eter 1.4
14 13,534  Timol 195
15 13,729  Carvacrol 3.3
16 14,869 Cariofileno 1.9

“Q. Criollo” FT 1 8,757 a-tujeno 1.7
2 8,907 a-pineno 1.1
3 9,622 B-pineno 3.7
4 9,837 B-mirceno 2.7
5 10,322  a-terpineno 4.2
6 10,453  p-cimeno 4.8
7 10,513 Limoneno 15
8 10,543  B-felandreno 1.5
9 10,983  y-terpineno 12.7
10 11,118 Cis-Hidrato de Sabineno 3.6
11 11,648 Trans-Hidrato de Sabineno 22.7
12 12,443  Borneol 1.2
13 12,523  4-Terpineol 6.3
14 13,044  Carvacrol-metil-eter 15
15 13,709 Timol 19.7
16 13,769  Carvacrol 3.7
17 14,894  Cariofileno 15
18 15,389  y-muroleno 1.1

Como ya se mencionara anteriormente, la cantidad total de componentes del AE

de las especies aromaticas varia segin condiciones geograficas, época de recoleccion,

condiciones climaticas al momento de recoleccién, genotipo, etc., (Economou et al.,
2011; Mockute et al., 2001).

A su vez, esta cantidad también es una variable que muchas veces depende de

las caracteristicas del equipamiento utilizado para la separacion de componentes. Asi,

algunos autores identificaron alrededor de 60 componentes en estas subespecies

(D'Antuono et al., 2000), mientras que gran parte de los trabajos han identificado

aproximadamente 40 (Azizi et al., 2009; Dambolena et al., 2009). En el presente trabajo
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de tesis se identificaron alrededor de 35 constituyentes, considerando los componentes
minoritarios y trazas, al igual que lo encontrado por Farias et al. (2010), y Mockute et
al. (2001). En los cromatogramas de cada combinacion de tratamiento se encuentran
graficados la totalidad de los constituyentes de las esencias, identificando sélo aquellos
gue son mayoritarios (esto es, cuya proporcion supera el 3% del total de componentes;
Figura 6. 2, Figura 6. 3, Figura 6. 4 y Figura 6. 5).

Del analisis realizado de cada combinacion entre subespecie y época de
floracion, se desprende que los tratamientos agronémicos ensayados no tienen impacto
notable sobre la composicién cualitativa de cada una de las esencias ya que mantienen
un patrén quimico similar, donde hidrato de sabineno, timol, y-terpineno y 4-terpineol
son los componentes mayoritarios para ambas subespecies, habiendo solamente

variaciones cuantitativas entre ellas (Figura 6. 6).

Numerosos son los trabajos en donde se informa sobre la composicién quimica
de las esencias de estas subespecies, tomando en consideracion aquellos componentes
mayoritarios y representativos. En ellos es posible observar que no todas presentan
patrones quimicos similares y que en algunos casos se muestran notoriamente diferentes
(Tabla 6. 4).
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Tabla 6. 4. Antecedentes acerca de los constituyentes principales en orden decreciente de Origanum
vulgare L., Origanum vulgare ssp. vulgare, y Origanum vulgare ssp. hirtum en diferentes regiones de

produccién a nivel mundial.

Especie Componentes principales Pais Cita
Origanum vulgare ssp. vulgare | Cariofileno, spatulenol D- Turauia (Sahin et al.,
germacreno y a-terpineol g 2004)
Origanum vulgare ssp. vulgare | Sabineno, beta ocimeno y 4- ltalia (De Falco et
terpineol al., 2013)
Origanum vulgare ssp. vulgare | B-ocimeno, D-germacreno y B- Lituania (Mockute et
cariofileno al., 2001)
Origanum vulgare ssp. vulgare | p-cimeno, oxido de
cariofileno, sabineno y 7v- v I
terpineno . ereseta -
_ _ . . Hungria 2003)
Origanum vulgare ssp. hirtum carvacrol, y-terpineno, timol y
p-cimeno
Origanum vulgare ssp. vulgare | 4-terpineol, p-cariofileno y D-
germacreno Turauia (Sezik et al.,
: : g 1993)
Origanum vulgare ssp. hirtum Carvacrol
Origanum vulgare ssp. hirtum spathulenol, p-cariofileno, 1,8- Bulaaria (Kula et al.,
cineol y a-terpineol g 2007)
Origanum vulgare ssp. hirtum Timol, carvacrol, p-cimeno y Italia (Russo et al.,
y-terpineno 1998)
Origanum vulgare ssp. hirtum Timol, carvacrol, , p-cimeno y Grecia (Adam et al.,
y-terpineno 1998)
Origanum vulgare ssp. hirtum Carvacrol, p-cimeno y v- Alemania (Azizi et al.,
terpineno 2009)
Origanum vulgare ssp. vulgare | Trans-Hidrato de sabineno, | Argentina | (Dambolena
timol, y-terpineno y 4-terpineol (Mendoza) | etal., 2009)
Origanum vulgare ssp. vulgare | Trans-Hidrato de sabineno,
timol, y-terpineno y 4-terpineol | Argentina (Asensio,
Origanum vulgare ssp. hirtum | Trans-Hidrato de sabineno, | (Cérdoba) 2013)

timol, 4-terpineol y y-terpineno

Asi, se puede observar que el aceite esencial de una especie no siempre muestra

un Gnico patron quimico, debido seguramente a variaciones edéficas, climaticas, etc.

que se conocen afectan cuali y cuantitativamente la composicion de un AE. Sin

embargo, los resultados del presente trabajo son coincidentes con lo encontrado por

Asensio (2013), en la misma region de produccién. Asimismo, la importante presencia
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de hidrato de sabineno ha sido similar a la encontrada en Origanum vulgare ssp. virens
y O. vulgare ssp. vulgare, en diversas localidades de Cuyo y La Pampa, Argentina
(Dambolena et al., 2009). Por lo tanto se puede establecer que los constituyentes
mayoritarios en estas dos subespecies cultivadas en distintas regiones de Argentina,
siguen un patrén quimico similar. Esto podria ser utilizado como herramienta para
asignarle trazabilidad a la esencia, siendo el grupo de constituyentes principales (trans-
hidrato de sabineno, timol, y-terpineno y 4-terpineol), marcadores quimicos que
permiten identificar el origen geogréfico del AE, en este caso, las regiones productoras
de Coérdoba y Mendoza.
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3% de los componentes totales.
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Otro componente que vale la pena destacar por su importancia en orégano es el
carvacrol. Cabe destacar que timol y carvacrol son isomeros y por ende,
estructuralmente muy similares (Figura 6. 7). Consecuentemente sus tiempos de
retencién también lo son y es por ello que en el andlisis cromatografico pueden
presentarse en un mismo pico, tal como sucedio en el caso de Compacto en PF (Figura

6. 2). Sin embargo, esto no impidié su correcta identificacion y cuantificacion.

HsC OH CHs CHs CH;
H i-PrU OH
HO
4-terpineol OH
HsC CHj CHj| [HsC CH; HsC CHs3
Hidrato de Timol Carvacrol
sabineno H3C
HsC OH
a-terpineol
CH3 CHj; CHs
CHs CHsy HaC
y-terpineno o -cimeno p-cimeno

Figura 6. 7. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de orégano.

Cuantitativamente, en las subespecies estudiadas se encontrd en baja proporcion,
al igual que en otros estudios realizados en la region de Cérdoba (Asensio, 2013). Sin
embargo en muchos trabajos, y por lo mencionado anteriormente, se cuantifica a timol y
carvacrol de manera conjunta, considerando el total de compuestos fendlicos (Adam et
al., 1998). En este sentido, ambas subespecies poseen un contenido fendlico

considerable que aportan a la aromaticidad de las subespecies.

Al comparar entre subespecies se puede advertir una diferencia genotipica en la

proporcion de los componentes hasta aqui mencionados, siendo el “O. Criollo” el que
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manifestd ventajas cuantitativas respecto a timol y carvacrol. Esto tiene implicancia en
la aromaticidad de la esencia, ya que estos monoterpenos oxigenados brindan fuertes
notas picantes, relacionadas con el aroma resinoso (Juliani et al., 2008). Ademas, estos
compuestos mas el y-terpineno y el cimeno, también inciden en la actividad bioldgica de
la esencia, ya que son de reconocida capacidad antimicrobiana y antioxidante (Bakkali
et al., 2008; Bendahou et al., 2008; Garcia-Pérez et al., 2012), y han sido reportados de
alta termoestabilidad en su accion antimicrobiana (De Souza et al., 2008), por lo cual el
“QO. Criollo” podria considerarse de mayor interés en el &mbito de la conservacion de

alimentos.

Analizando la influencia de la época de cosecha se observO que existieron
cambios tanto cualitativos como cuantitativos pero sobretodo en componentes traza, a
excepcion del el o-cimeno que estuvo ausente en “O. Criollo”*FT pese a constituir una
proporcion de alrededor del 7% en el resto de los tratamientos. Esta ausencia podria
estar relacionada con un incremento en la proporcion de su isdmero, el p-cimeno que
pas6 del 2,7 % al 48 % (Tabla 6. 3 y Figura 6. 6). Igualmente, en términos
cuantitativos, no existi6 un patrébn comun entre las subespecies en cuanto a la
disminucion/incremento de un determinado compuesto al cambiar la época de corte,
mas aun teniendo en cuenta los componentes principales timol, hidrato de sabineno, y-
terpineno y 4-terpineol. Es por ello que se dificulta la prediccion de la modificacion de

algun atributo quimico respecto a algunas de estas alternativas de manejo agronomico.
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6.4. CONCLUSIONES

Las dos subespecies de Origanum vulgare estudiadas produjeron AE a valores
de 3.9 a 3.1 ml/100g PS, superiores a los sugeridos por los protocolos de calidad
existentes, tanto a nivel nacional como internacional. Asimismo, “O. Compacto” se

considera de mayor rendimiento que “O. Criollo”.

Aspectos de manejo como la utilizacién de marcos de plantacion equidistantes
(0,35 x 0,40), no tuvieron una clara incidencia sobre el rendimiento de AE, rechazando
la hipdtesis planteada en el Capitulo 1 (ver hipoétesis f, pag. 14). En cambio si se pudo
advertir una correlacion positiva entre rendimiento de esencia y produccion de hojas y
flores del cultivo, mas alla de la disposicion de las plantas en el campo. Por lo cual toda
practica que favorezca dicha particion, generara ventajas productivas respecto al

rendimiento de AE.

En términos cualitativos, el AE de las dos subespecies de orégano analizadas
fue similar en cuanto al patron quimico, caracterizadndose ambas por la fuerte presencia
de hidrato de sabineno, timol, y-terpineno y 4-terpineol. Estos resultados, al ser
coincidentes con otros trabajos de la region productora de Argentina, esto es, Mendoza
y Cdrdoba, brindan una importante informacion acerca del patron quimico mas probable

de encontrar en esta region de produccion.

El anélisis cuantitativo de la proporcion de componentes si muestra diferencias
entre subespecies, en donde “O. Criollo” se distingue por su mayor cantidad de timol y
carvacrol por lo cual se le atribuye a esta subespecie una mayor aromaticidad. Por lo
tanto, en términos de rendimiento de esencia, el “O. Compacto” se muestra més
productivo, pero en términos de calidad organoléptica de la esencia, el O, Criollo

manifiesta ventajas cualitativas.

En este trabajo también se confirma que la época més propicia de cosecha para
aprovechar el rendimiento de esencia es en floracion. Dentro de esta etapa fenoldgica, la
época de floracion (plena o tardia) no ejercié una marcada influencia en la composicion
del aceite esencial, aunque si pudieron advertirse pequefias variaciones en los

componentes traza, aceptando parcialmente la hipotesis planteada (ver hipotesis g,
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Capitulo 1, pag. 14). Sin embargo en términos agronémicos, la plena floracién muestra
ventajas respecto a la floracién tardia ya que una demora en la cosecha una vez que ha
florecido, repercute en una pérdida de biomasa final obtenida por caida de hojas y
desprendimiento natural de 6rganos florales, ademas de incrementar el riesgo de ataque

de patdgenos con la consecuente pérdida de calidad (por ennegrecimiento).
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Capitulo 7

CONCLUSIONES GENERALES

7.1. BASES ECOFISIOLOGICAS QUE DETERMINAN LA
PRODUCTIVIDAD DEL CULTIVO DE OREGANO

En el cultivo de orégano era inexistente un marco conceptual basado en la
ecofisiologia del cultivo hasta el desarrollo de esta tesis. Por primera vez, fueron
analizados aspectos de desarrollo y crecimiento, tales como el tiempo térmico necesario
para las fenofases criticas del cultivo y la respuesta fotoperiodica de la especie.
Asimismo, también fueron estudiadas la influencia del fotoperiodo y de los cambios en
el arreglo espacial del cultivo sobre los procesos de generacién de biomasa y

produccion de esencia.

Previo al desarrollo de esta tesis, la especie Origanum spp carecia de una clave
fenoldgica especifica que sirviera como herramienta base para cuantificar respuestas de
la especie en términos de desarrollo y de requerimiento térmico, y para explorar la
variacion genotipica y el efecto del manejo agronémico sobre el cultivo. Por ello, se
desarrollé una clave que permiti6 dividir el ciclo de produccion en dos macroestadios,
vegetativos y reproductivos (V y R) y siete fases fenoldgicas (Vo a Vs ¥y Ry a Rg). A
partir de ella, la caracterizacion de las diferencias genotipicas del orégano en términos

ecofisiolégicos, pudo ser simplificada.

A continuacién se presenta un esquema del modelo ecofisioldgico de generacion
de rendimiento del cultivo de orégano surgido de la presente tesis, en donde se resumen
los principales factores que afectan dicho modelo y el nivel al cual éstos intervienen.
Posteriormente se discute la dindmica de dicho modelo, asi como también las

principales variables a tener en cuenta a la hora de describir la ecofisiologia del cultivo.
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ECOFISIOLOGIA DEL CULTIVO DE OREGANO
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Figura 7. 1. Representacion esquematica del modelo ecofisiolégico de generacion de rendimiento del cultivo de orégano. Componentes (cajas rectangulares) y factores que lo

modulan (elipses).
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Las diferencias entre “O. Compacto” y “O. Criollo” en cuanto al desarrollo
fenoldgico se fundan basicamente en el requerimiento térmico hacia fenofases criticas
V3 (fenofase de transicion) y Rg (plena floracion), siendo menores en “O. Compacto”.
De alli se explica la mayor precocidad del ciclo de esta subespecie respecto a “O.

Criollo”, visualizado tanto en tiempo calendario, como en tiempo térmico.

El requerimiento térmico diferencial de las subespecies respondid al tipico
comportamiento de las plantas de dia largo. Bajo fotoperiodo extendido, ambas
subespecies acortaron el tiempo a floracion. Sin embargo, si bien la duracion del
periodo vegetativo fue similar entre ambas, “O. Criollo”, manifestd una mayor
sensibilidad fotoperiodica, anticipando la floracion en mayor medida que “O.
Compacto”. El analisis anatdbmico-fenoldgico a su vez, comprobo la transicion floral
mas temprana en “O. Criollo” bajo condiciones de fotoperiodo extendido. Es asi, que
en orégano, el efecto del fotoperiodo genera una respuesta genotipo-dependiente sobre

la duracién del ciclo.

La anticipacion de las fenofases criticas (V3 y Rg) tuvo consecuencias en la
cantidad de biomasa acumulada hacia el final del ciclo, por lo cual los parametros de
productividad del cultivo de orégano, tales como biomasa y rendimiento de aceite
esencial se vieron reducidos, siendo dichos efectos mas acentuados en “O. Compacto”.
Por el contrario, la prolongacién de las horas de luz incrementd el rendimiento de
esencia en ambas subespecies. Es probable que la mayor proporcion de flores por
unidad de biomasa explique esta respuesta, pero futuras investigaciones son necesarias

para profundizar en el mecanismo subyacente.

Tampoco existian antecedentes bibliograficos acerca de aspectos como la
dindmica de intercepcion de la radiacion solar, la eficiencia fotosintética del cultivo y
sus consecuencias sobre la generacion del rendimiento y su calidad. En esta tesis, se
encontrd que la eficiencia del uso de la radiacion dependio de la edad del cultivo, siendo
superior durante el primer afio productivo. Probablemente, la mayor cantidad de
biomasa verde fotosintetizante, particularmente hojas, explique dicha respuesta. Las
diferencias en la EUR entre subespecies se hicieron visibles cuando se modifico el

marco de plantacion. “O. Criollo” no modificé su EUR ante cambios del marco de
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plantacién. En contraste, “O. Compacto” mejoré6 su EUR ante espaciamientos
equidistantes entre plantas (0,35 x 0,40 m), pero este efecto desaparecidé durante el
segundo afio de produccion. La menor EUR durante el segundo afio de produccién de
O. Compacto*0,35 explico la menor productividad del cultivo bajo dicho marco de
plantacién. Es probable que el microclima generado por la alta densidad del canopeo
resultara adverso en términos de susceptibilidad a enfermedades (aspectos observados
pero no cuantificados) o haya inducido una senescencia anticipada. Por otro lado, mas
estudios son necesarios para valorar si la EUR es afectada por el momento de corte. En
esta tesis, el cultivo fue cosechado por completo al final del ciclo de crecimiento (no en
floracion) y es probable que dicho manejo haya alterado el rebrote que tipicamente

inicia en verano, luego del primer corte de floracion.

Otro de los componentes del modelo ecofisiolégico tiene que ver con las
estrategias de intercepcion del recurso luminico. En este sentido, marcos de plantacion
homogéneos incrementaron la intercepcion de la radiacién solar en las primeras etapas
del ciclo del cultivo respecto a MP tradicionales. Sin embargo, en etapas ontogénicas
avanzadas del ciclo, no hubo una clara diferenciacion entre MP ni subespecies respecto
a Ri y RFAi-ac. Es probable que al comienzo del ciclo de crecimiento, la plasticidad del
cultivo para cubrir el surco haya sido baja, por lo cual un MP homogéneo favorecié a
una mas rapida ocupacion de los espacios, alcanzando mas tempranamente el 1AF
critico que el MP tradicional. Pero una vez que el cultivo llego al 1AF critico, el MP fue
indistinto en la intercepcion de la radiacion. Es probable que una vez alcanzado el 1AF

critico, la productividad dependa mas de pardmetros de eficiencia fotosintética.

En virtud de lo anterior, seria de gran interés agronémico indagar si practicas
que aumenten la eficiencia fotosintética pueden posicionar al MP de 0,35 como el més
productivo. En este estudio, el marco de plantacion no tuvo un claro efecto sobre el
patron de distribucion de asimilados (indice de particion) en ninguna de las subespecies,
por lo cual se rechaza la hipétesis planteada en este sentido (pag. 14, e). En cambio, si
hubo diferencias entre subespecies, siendo el “O. Criollo” el mas eficiente. Mientras “O.
Criollo” siguio priorizando la formacion de organos florales ain en etapas de

senescencia y fin de ciclo, en “O. Compacto” la biomasa de flores disminuy6 tan
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rapidamente como la de hojas. Estos resultados resaltan la necesidad de ajustar en forma

precisa los momentos de cosecha de cada subespecie.

El estudio de la generacion de rendimiento utilizando diferentes MP, permitio
explorar las diferencias entre subespecies en sus parametros productivos en relacion con
la arquitectura de la planta. La hipdtesis planteada al inicio de esta tesis respecto a los
beneficios de un MP homogéneo (pag. 14, f) se acepta parcialmente, ya que si bien el
espaciamiento equidistante aumentd la captura de radiacion, no mejord los parametros
productivos (rendimiento de biomasa ni produccion de AE). EI cambio en el disefio del
arreglo espacial del cultivo abridé nuevos interrogantes, ya que se encontraron fuertes
interacciones entre variables (IAF, Ri y RFAi-ac, ontogenia, particion. Son necesarios
mas estudios para indagar si los parametros de eficiencia una vez alcanzado el IAF
critico pueden mejorarse a través de practicas como la fertilizacion y sobretodo del
manejo de los tiempos de cosecha.

La produccién de AE es uno de los atributos de calidad mas importantes en
orégano, y en este sentido ambas subespecies produjeron rendimientos de AE superiores
a los sugeridos por los protocolos de calidad existentes, tanto a nivel nacional como
internacional. Sin embargo, en este estudio se demostraron diferencias genotipicas en el
rendimiento de esencia a favor del “O. Compacto”. Por el contrario, el AE de “O.
Criollo” muestra ventajas cualitativas respecto a su aromaticidad, dada por una mayor
proporcion de timol y carvacrol en su composicion respecto a “O. Compacto”. En
cuanto al manejo agronémico para la produccién de AE, practicas como la utilizacion
de marcos de plantacion equidistantes o la seleccién de épocas de cosecha variables
dentro del periodo de floracion, no tuvieron incidencia significativa sobre el

rendimiento de AE, ni sobre los aspectos cualitativos de la esencia, respectivamente.

Finalmente, la fuerte influencia del ciclo de produccién en la mayoria de los
componentes del rendimiento de orégano amerita una profundizacion de los estudios
para establecer mejor las causas y atender a mejorar los parametros de produccion a lo

largo del ciclo agronémico del cultivo.
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7.2. LINEAS DE INVESTIGACION PRESENTES Y
FUTURAS

En el presente trabajo de Tesis, se han generado nuevos conocimientos acerca de
la economia del carbono del cultivo de orégano, haciendo énfasis en la captura y uso de
radiacion, y en la respuesta fotoperiddica de la especie y su impacto en los parametros
productivos. Fruto de este trabajo, surgieron hasta el momento las siguientes

publicaciones:

 Davidenco V., C. R. C. Vega, y J. A. Argliello. 2012. Respuesta fotoperiddica en
Origanum vulgare ssp. vulgare y ssp. hirtum letsw. Impacto sobre su desarrollo
y crecimiento. Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad
Nacional de Cuyo 44(1):1-12.

¥ Davidenco V., L. Seisdedos, S. B. Nufez, y J. A. Arglello. 2014. Floral
transition in Origanum wvulgare L.: Anatomical analysis across phenological
stages in response to different photoperiodic regimes. Chilean Journal of
Agricultural Research 74(3):349-354.

¢ Davidenco V., C. R. C. Vega, M. B. Piccardi, y J. A. Argiello. 2015.
Development in Origanum ssp.: A simple phenological scale to determine
thermal time requirements to critical reproductive events. Scientia Horticulturae,

En prensa, Febrero de 2014.

Los aspectos referentes a los parametros productivos que constituyen el modelo
ecofisiolégico, y la influencia del marco de plantacion, estan siendo procesados para

proximas publicaciones.

Asimismo, de estos resultados, se desprenden futuras lineas de investigacion,
que permitiran completar los conocimientos sobre la ecofisiologia del cultivo de

orégano:
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Evaluar el impacto de determinadas estrategias de manejo, tales como
fertilizacion, riego, cortes de limpieza, etc., estableciendo como hipotesis que
dichas practicas mejorarian la EUR en los afios subsiguientes de produccion, y
con ello aumentaria el vigor de las plantas luego del receso invernal, su sanidad

y consecuentemente su vida Gtil productiva.

Evaluar la dinamica de particion de asimilados en respuesta a un manejo
intensivo de dos cortes por ciclo, haciendo énfasis en el patron de ramificacion y
ocupacion del espacio y en la calidad del producto cosechado. Las subespecies
que florezcan en los dos cortes tendran la ventaja en cuanto a calidad de la
cosecha (flores), pero la que solo florezca uno, tendra mayor productividad en

términos de biomasa (hojas), y mayor longevidad (vida atil del cultivo).

Profundizar en los factores que inciden en el rendimiento de AE focalizando en
la distribucion y densidad de tricomas glandulares. El estudio indirecto de la
densidad de tricomas glandulares como componente del rendimiento del AE,
daria mayor exactitud a la comprensién de la influencia que tienen las

condiciones ambientales variables (por ej., condicion hidrica y nutricional).

Evaluar el efecto de la condicion nutricional sobre la productividad del cultivo,
estudiando en profundidad la economia de los nutrientes, se podrian sentar bases

para un uso mas eficiente tanto del recurso hidrico como del luminico.

Evaluar el efecto de la condicion hidrica sobre los parametros de eficiencia del
cultivo, siendo que el factor hidrico es una de las limitantes principales en el

sistema productivo de la provincia de Cordoba.
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