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ABREVIATURAS

Procedencias de materiales:

CBAA: Procedencia Villa Allende, Cérdoba

FCA: Facultad de Ciencias Agrarias, localidad Facultad de Ciencia Agrarias
F-FCA: Introduccion F de la localidad Facultad de Ciencias Agrarias
G-FCA: Introduccién G de la localidad Facultad de Ciencias Agrarias
M-FCA: Introduccion M de la localidad Facultad de Ciencias Agrarias
MZAM: Procedencia Maipu, Mendoza

R-FCA: Introduccién R de la localidad Facultad de Ciencias Agrarias

SJ: Procedencia Ciudad, San Juan

SJR: Procedencia Rawson, San Juan

Clasificaciones de cormos:

P2: Categoria de peso de cormos iniciales entre 2,5y 5,4 g

P5: Categoria de peso de cormos iniciales entre 11,5y 14,4 g

P8: Categoria de peso de cormos iniciales entre 20,5y 23,4 g

Caracteres fenologicos y de produccion evaluados:

FI: Fin de floracion, nimero de dias desde plantacion a fin de floracion

IF: Inicio de floracion, nimero de dias desde plantacion a inicio de floracién
FL: Floracioén total (nimero de flores)

ICOGR: indice de cormos grandes, cociente del peso de cormos grandes y el peso total de cormos
por unidad experimental.

ICOME: indice de cormos medianos, cociente del peso de cormos medianos y el peso total de cormos
por unidad experimental.

ICOPE: indice de cormos pequefios, cociente del peso de cormos pequefios y el peso total de cormos
por unidad experimental.

LE: Longitud de estigmas frescos (mm).

PEFLOR: Periodo de floracion (dias)

NCOR: Numero de cormos producidos por unidad experimental

N10: indice de nimero de cormos pequefios producidos por unidad experimental

N11: indice de nimero de cormos medianos producidos por unidad experimental



N20: indice de nimero de cormos grandes producidos por unidad experimental

PCOR: Peso de cormos producidos por unidad experimental

Caracteres de calidad:

CRC: E{% 440 nm es la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion para crocina
PCR: E{%, 257 nm es la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion para picrocrocina
SFR: E1%, 330 nm es la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion para safranal
Tratamientos:

F:P2: Interaccion entre introduccién F de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P2
F:P5: Interaccion entre introduccién F de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P5
F:P8: Interaccion entre introduccién F de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P8
G:P2: Interaccion entre introduccién G de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P2
G:P5: Interaccion entre introduccién G de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P5
G:P8: Interaccion entre introduccién G de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P8
M:P2: Interaccion entre introduccién M de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P2
M:P5: Interaccion entre introduccién M de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P5
M:P8: Interaccion entre introduccién M de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P8
R:P2: Interaccion entre introduccién R de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P2
R:P5: Interaccion entre introduccién R de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P5
R:P8: Interaccion entre introduccién R de la localidad FCA y el tamafio de cormo inicial P8
Otras abreviaturas:

ACoP: Analisis de Coordenadas Principales

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFLP: Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos Amplificados

AMOVA: Andlisis de Molecular de la Varianza

ANAVA: Andlisis de la Varianza

MDS: Minimas Diferencias Significativas

MLGM: Modelos Lineales Generalizados Mixtos



RESUMEN

El azafran (Crocus sativus L.) es una especia de gran valor comercial a nivel mundial.
Caracterizada por su alto contenido de apocarotenoides conocidos por su actividad
antioxidante, anticancerigena y antitumoral. Los componentes principales son: crocina,
picrocrocina y safranal; responsables del color, del sabor amargo y el aroma,

respectivamente.

La multiplicacién se limita a la reproduccion asexual a través de sus cormos, debido
a la esterilidad originada por su triploidia que tiene como consecuencia una baja tasa de

multiplicacién natural. Esto enlentece el avance de la seleccidén de nuevos cultivares.

Es un cultivo artesanal e intensivo con poca o0 nula mecanizacién. Bajos rindes y
costos elevados originaron un cambio de uso de estas tierras; que ha provocado un proceso
de erosion genética. Ante esta situacion de emergencia de conservacion de la especie, se
torna de gran importancia la formacion de colecciones de germoplasma con diferentes

adaptaciones.

La Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo inici6 la
formacion de una coleccién con introducciones de distintas regiones de cultivo de la
Argentina. Bajo el supuesto de la existencia de variabilidad genética en esta coleccion, se
propuso incrementarla y evaluarla en distintos caracteres fenol6gicos, productivos, quimicos
y moleculares, con el objeto de caracterizar el germoplasma disponible para su utilizacion en

un programa de mejoramiento genético.

Evaluaciones agrondmicas a campo y la complementacién a nivel molecular se han
iniciado sobre esta coleccién de germoplasma. En un disefio factorial en bloques se
plantaron cuatro introducciones de la coleccion: F, G, M y R de la localidad FCA con tres
tamafios de cormos (P2 =2,5-5,4qg; P5=11,5- 14,4g; P8 = 20,5 - 23,49), cuya combinacién

conformaron los tratamientos que fueron cultivados durante los afios 2014, 2015y 2016.

Los caracteres medidos fueron: a) fenologicos y productivos: periodo de floracion,
produccion de flores, longitud de estigmas frescos, nimero de cormos, peso de los mismos
y b) caracteres de calidad: crocina, picrocrocina y safranal. Se evaluaron a través de analisis

de la varianza, por modelos lineales generalizados mixtos y de componentes principales.

A nivel molecular se analizaron por marcadores AFLP, con cinco combinaciones de

cebadores, 46 clones de ocho procedencias, entre las que se incluyeron F, G, My R de la



localidad FCA. Se realiz6 un andlisis descriptivo de las bandas, analisis molecular de la
varianza, de conglomerados y coordenadas principales.

En 10 de los 13 caracteres fenologicos y productivos se detectaron diferencias
significativas (p<0,05) entre tratamientos. El inicio y fin de floracion no presento diferencias
significativas. Los tratamientos se agruparon en cuatro clases caracterizadas por: I: un
indice de cormos grandes elevado, periodo de floracion reducido, nUmero y peso de cormos
bajos, formado por tratamientos cuyo tamafios de cormo inicial fue P2; II: indice de cormos
pequefios bajo y con una proporcién de cormos medianos y grandes elevada, formado por
el tratamiento G:P5; Ill: un indice de cormos medianos superior a las otras clases, una mayor
produccion de flores y un periodo de floraciébn mas extenso, formado por los tratamientos
F:P5, R:P5y M:P5 y IV: un indice de cormos pequefios elevados, un mayor peso y nimero
de cormos totales y periodo de floracion mas largo, formado por los tratamientos con cormos
de iniciales P8; destacandose M:P8 por presentar el indice mayor de cormos pequefios.

Los tamafios de cormos iniciales fueron relevantes en la conformaciéon de estas clases.

Los caracteres de calidad resultaron influenciados por el ambiente detectandose
diferencias (p<0,05) en la absorbancia de picrocrocina, crocina y safranal solamente entre
afos. En el afio 2015 se obtuvieron los mayores valores para crocina y en el 2016 para

picrocrocina y safranal.

A nivel molecular, las ocho procedencias analizadas se diferenciaron (p<0,05) entre
ellas pero la mayor variacion se encontro entre clones dentro de cada una. Las procedencias
mas distantes fueron M-FCA, Rawson y Ciudad (de la provincia de San Juan) y Maipu (de la
provincia de Mendoza). Se conformaron 12 agrupamientos de clones entre los 46 analizados.
Situacién similar se encontro en la localidad FCA en particular, con la conformacion de seis

grupos de clones.

Estos resultados en complementacion con los agronémicos confirmaron la existencia
de variabilidad genética entre los clones analizados de la coleccibn de germoplasma

cultivados en la Argentina.

Palabras clave: AFLP, caracteres agronémicos, clones



ABSTRACT

Evaluation of genetic variability in saffron (Crocus sativus L.) germplasm

cultivated in Argentina

Saffron (Crocus sativus L.) is a spice of high commercial value. The multiplication is
limited to the asexual reproduction through its corms, due to the sterility caused by its triploidy
origin which results in a low rate of multiplication. This is the major cause of the poor advance
in the selection of new cultivars. With the main objective of characterizing the germplasm
available for a breeding program in our region we studied at agronomic and molecular level
a collection compose by clones of difference provenance. The characters analized were: a)
phenological and productive: flowering period, production of flowers, length of fresh stigmas,
number of corms and weight of them, b) quality characters: crocin, picrocrocin and safranal
and c) AFLP markers. The experimental design was in completely randomized blocks with
two factors: introduction and initial corm size. The treatments were grouped into four classes
according to the production rates of corms and flowering period. In 10 of 13 phenological and
productive characters, differences were detected (p<0.05) between treatments. From the total
molecular variance, the largest percentage was due to variation between clones within the
same provenance. In conclusion, these results show the existence of genetic variability

among clones grown in Argentina.

Key words: AFLP, agronomic traits, clones



INTRODUCCION

ORIGEN E HISTORIA

El azafran, la especia derivada del secado de los estigmas de Crocus sativus L. tiene
registros de uso de miles de afios anteriores a Cristo; desde la Era de Bronce a través del
Arte Egeo y las tablas de arcilla de escritura Lineal B encontradas en Knosos hacia el afio
1900 por Sir Arthur Evans (Day, 2011a). En Akrotiri, yacimiento arqueol6gico ubicado en las
Cicladas meridionales, particularmente en la isla de Thera, se encontraron frescos con la
representacion de mujeres durante las labores de cosecha de flores en paisajes rocosos y
ceramicas adornadas con motivos florales (Dewan, 2015). También se realza la importancia
del azafrdn en la industria textil usado como colorante, en perfumeria y medicina (Day,
2011b; Dewan, 2015; Ferrence y Bendersky, 2004). En Egipto fue usado en practicas de
embalsamado o para tefiir las telas que envolvian los cuerpos (Basker y Negbi, 1983).

La aparicibn de ideogramas de flores de azafrdn con los largos estigmas
sobresalientes en las tablas de escritura Lineal evidencian una gran importancia en la
sociedad y la economia (Day, 2011a). Flores con rojos y prominentes estigmas aparecen
como decoracion de la vestimenta y accesorios de diversas figuras humanas y de divinidades
en los murales de Knosos, Akrotiri y en la villa residencial de Hagia Triada (Creta). Por
diversas interpretaciones se ha observado una fuerte asociacion entre el azafran y la mujer
debido a la prolificidad de registros en los que aparecen juntos asi como la asociacion del
color amarillo proveniente del azafran con el bienestar y la divinidad; entendido como un

regalo de los dioses a la humanidad (Dewan, 2015; Ferrence y Bendersky, 2004).

Aparecen referencias del azafran en la Biblia (Cantar de los Cantares 4:14) como

planta aromética y realce de la belleza del ser amado (Basker y Negbi, 1983).

Los descubrimientos en 1960 en Akrotiri sumaron gran cantidad de objetos con
motivos similares a los encontrados en Knosos que produjeron el aumento de interés por las
flores y la especia de azafran y el estudio de su papel en estas antiguas civilizaciones (Day,
2011b). Negbi (1999), postulé la posibilidad de que la recoleccion del azafran fue primero de
C. cartwrightianus Herb. y que luego su mutante C. sativus L. se seleccion0 por sus estigmas
y se domesticé inicialmente en Grecia, mas especificamente en la isla de Creta.

Considerandose su Centro de Origen y diversidad en la Peninsula Balcdnica y Asia Menor,



distribuyéndose desde el Oeste de Europa y Norte de Africa al Oeste de China (Harpke et
al., 2013; Petersen, 2008). Los romanos lo introdujeron en Gran Bretafia y los &rabes en
Espana (Kumar et al., 2009).

TAXONOMIA Y DESCRIPCION
El género Crocus tiene una taxonomia compleja y en constante actualizacion. En los
ultimos afos se han incorporado a este género nuevas especies. Contiene alrededor de 100

especies de diversas caracteristicas.

Este género pertenece al Orden Liliales, Familia Iridaceae. Mathew (1982), dividi6 en

dos subgéneros:

l. Subgénero Crocus con dos Secciones:
Seccion Crocus contiene seis Series, entre ellas la Serie Crocus:
~C. sativus
~C. pallasii
~C. thomasii
~C. cartwrightianus
~C. moabiticus
~C. oreocreticus
~C. asumniae
~C. hadriaticus
~C. mathewii [*]
~C. nagabensis [*]

Seccién Nudiscapus contiene nueve Series.

Il. Subgénero Crociris con una Serie de una sola especie.

[*] Agregados més tarde (Petersen et al., 2008)

La clasificacion esta en continua revision con las técnicas modernas para el estudio

de la filogenia.

Fitogeograficamente se inserta en la region floristica Mediterranea, caracterizada por
inviernos frios y veranos muy calidos, con un régimen de lluvia que va de otofio a primavera
(Erol et al., 2014).



Crocus sativus L. es una especie triploide (3x = 24), de manera que la Unica via de
reproduccion posible es la agamica a través de la multiplicacién de sus cormos (Alvarez Orti,
2003; Mathew, 1977; Rios et al., 1996). Es una especie gedfita, herbacea y perenne. Se
cultiva en suelos calizos y con buen drenaje. Los cormos poseen una yema principal que
brota formando una bractea que llegara a la superficie llevando internamente la flor y
simultdneamente las hojas (fenédmeno de sinantia) o sélo la flor y méas retrasado en el tiempo
emergeran las hojas (fendmeno de histerantia). EI cormo, en su interior, es blanco, macizo,
con los nudos marcados cubierto por catafilas fibrosas de proteccion, caracteristicas de la
especie. Los cormos poseen yemas laterales secundarias y dos tipos de raices. En la parte
basal del cormo crecen raices adventicias con la funcionalidad de nutrir la planta y una raiz
contractil de tipo pivotante cuya funcién es la de enterrar a mayor profundidad el cormo de
renuevo. (Kerndorff et al., 2015; Negbi et al., 1989). Sus flores estan conformadas por un
perigonio de dos verticilos con tres tépalos de color lila a morado, tres anteras extrorsas con

sus filamentos unidos a los tépalos internos, el estilo es largo y blanco hasta llegar a la

superficie y pasar por una transicion de color amarillo hasta el rojo anaranjado (Figura 1.ay
1.b) (Negbi et al., 1989).

Tépalos

Hojas

Tallo

Ovario

Cormo

Figura 1. Flor de azafran (Crocus sativus L.), a Flor en la parcela experimental. Se observa bractea
protectora, hojas y la flor completa con los tres estigmas sobresaliendo. b Esquema morfolégico de la
planta con sus partes



ACTUALIDAD Y PROBLEMATICA

La produccion mundial anual estimada de azafran es de 301 t, de los cuales Iran
produce el 90% del total, luego Grecia, India, Marruecos y Espafia (Ghorbani y Koocheki,
2017). El precio del kilogramo a granel en 2017 al productor varié de €3.000 (DOP Castilla —
La Mancha) a €700 (Iran, Marruecos, Grecia) y el valor al consumidor fue de €60.000 y
€3.000, respectivamente. EI gramo se vendi6 en promedio a €20
(https://azafranespecia.com/precio/). Por su parte en Argentina, la produccion de 2017
superd los 12 kilogramos a un precio de $350.000 sin impuestos, el kilogramo (Comercio y
Justicia, 2018). Particularmente en Mendoza se puede conseguir a $300 el gramo directo del
productor. Estos precios elevados son consecuencia del sistema de cultivo artesanal cuyo
mayor insumo es la mano de obray la falta de mecanizacion (Agayev et al., 2009; Basker y
Negbi, 1983).

La produccion de azafran ha disminuido en algunos paises donde es tradicional este
cultivo y como consecuencia se ha producido una pérdida de la biodiversidad de esta
especie. A raiz de esta situacion en Europa se creé el CROCUSBANK, institucién destinada
a la coleccion, conservacion y estudio del género Crocus a través del proyecto SAFFRON

con financiamiento de la Unién Europea (Alonso Diaz-Marta y Sanchez Gémez, 2007).

En Argentina, el cultivo de azafran es incipiente y se realiza en diversas zonas
agroclimaticas entre las que incluye Mendoza, Catamarca, La Rioja, San Juan, Cérdoba,

Buenos Aires, Neuquén y Rio Negro (Comercio y Justicia, 2018).

Existen asociaciones de productores con unidades productivas independientes pero
con una matriz comercial en conjunto. La Cooperativa de Productores de Azafran de
Cérdoba, nacida en la provincia de Cérdoba cuenta con asociados de otras provincias, suma
mas de 200 productores (Comercio y Justicia, 2018). En Mendoza un grupo de ocho
productores asociados en la marca “Azafran Mendoza”, surgida a partir del programa Cambio

Rural de INTA, tienen un esquema similar.

Los estigmas secos y tostados del azafran tienen un gran valor por sus cualidades
culinarias y medicinales (Alvarez Orti, 2003; Gresta et al., 2009). El color anaranjado intenso
de los estigmas es un indicador de su naturaleza medicinal, correlacionado con compuestos

carotenoides (crocinas) (Ahmad et al., 2011).

El uso medicinal de la especia se ha realizado desde tiempos ancestrales. En la

actualidad muchos investigadores han intensificado su estudio por sus cualidades



promotoras de la salud. Entre los compuestos mas destacados, las crocetinas, con su
componente principal la crocina, picrocrocina y safranal son considerados los bioactivos
medicinales mas importantes. En ensayos in vitro e in vivo en animales y personas, se ha
detectado una correlacién positiva con la disminucién de enfermedades que incluyen:
desordenes de aprendizaje, desordenes gastricos, sindrome premenstrual, depresion,
insomnio, ansiedad, enfermedades coronarias y distintos tipos de canceres (Abdullaev y
Espinosa-Aguirre, 2004; Abe y Saito, 2000; Bolhassani et al., 2014; Geromichalos et al.,
2014). Los compuestos carotenoides hidrofilicos, como la crocina, constituyen del 6 al 16%
de la materia seca del azafran dependiendo de la variedad, condiciones de crecimiento y los
métodos de procesamiento. Este compuesto es un excelente colorante y antioxidante
(Melnyk et al., 2010). El segundo compuesto mas abundante de la materia seca es la
picrocrocina que representa del 1 al 13% y es el responsable del sabor del azafran. La
deshidratacién y tostado de los estigmas produce la deglicosilacién de la picrocrocina
derivando en otro compuesto quimico, el safranal, responsable del aroma (Melnyk et al.,
2010).

Se han llevado a cabo diversos intentos de mejoramiento del cultivo pero existen
dificultades a través de la seleccion clonal. Las plantaciones generalmente estdn compuestas
por poblaciones de clones con diferentes edades y tamafios de cormos, esto hace muy dificil
discernir si las diferencias que se observan se deben a componentes genéticos o
ambientales (Ali et al., 2013).

Agayev et al. (2009), elaboraron distintos indices de seleccion y encontraron
diferencias entre clones en los atributos nimero de flores totales y tamafio de cormos de
cuarta generacion e indicaron que dichas diferencias fueron principalmente de origen

genético.

La influencia de la pluviometria, temperatura y densidad de plantacién se evalu6
sobre la fenologia, el rendimiento en estigmas y la calidad medida a través de sus
componentes quimicos (ésteres de crocetina y picrocrocina). En dichos estudios se concluyo
que los factores ambientales tienen un fuerte efecto sobre la produccién y calidad de los
estigmas. Los ambientes de menor temperatura resultan en una alta produccion de flores,

pero con baja calidad (Gresta et al., 2009).

Baghalian et al. (2010), evaluando ocho poblaciones en un periodo de dos afios
encontraron una significativa interaccion entre poblaciones y afios para caracteres
relacionados con la floracion (numero de flores, peso de estigmas secos, longitud de

estigmas), mientras que esa interaccion no fue significativa para caracteres fitoquimicos



(contenido de crocinas, picrocrocinas y safranal). Estimaron heredabilidades en sentido
amplio de 0,97 para caracteres relacionados con la floracion y correlaciones genéticas altas
y significativas entre peso seco de estigmas con nimero de hojas y de flores.

La tasa de multiplicacion natural de Crocus sativus L. es muy baja, lo que hace
oneroso el costo de los cormos (Ali et al., 2013). El cultivo de tejidos es un método util para
la produccion a gran escala de cormos sanos y libres de patdégenos (Ahmad et al., 2014). La
plantacion de cormos infectados disminuye el rendimiento en nimero de flores, en el peso
de los estigmas y produce la pérdida de los mismos. Existen protocolos de desarrollo de
cormillos generados a partir de brotes provenientes del cultivo in vitro de yemas (Aguero y
Tizio, 1994, llahi et al., 1987; Plessner et al., 1990; Sharma et al., 2008).

En estudios de biologia reproductiva se observé que la meiosis de la microspora es
defectuosa produciéndose gametas desbalanceadas por raras segregaciones, no reducidas,
cromosomas retrasados y hasta puentes cromatidicos (Ghaffari, 1986). En estudios previos
observaron que la germinacion de los granos de polen de C. sativus L. en autopolinizaciones
y en polinizaciones cruzadas e interespecificas con otras especies del género Crocus como
C. cartwrightianus y C. thomasii presentaron anomalias variadas (Chichiricco y Grilli-Caiola,
1984; Chichiricco y Grilli-Caiola, 1982). Sin embargo, en cruzamientos reciprocos, los
estigmas de Crocus sativus fueron receptivos y los évulos fueron fecundados por el polen de
estas mismas especies emparentadas obteniéndose frutos y semillas viables (Grilli-Caiola y
Canini, 2010).

En estudios cariolégicos se observaron 7 tripletes de cromosomas, un par y un
cromosoma solitario. A estos Ultimos se los retne en el triplete nimero 5 pero no tienen una
forma y tincion homogénea (Agayev, 2002; Chichiricco y Grilli-Caiola, 1984; Ghaffari, 1986).
Tal como menciona Agayev (2002), el parecido morfologico y tamafio de los cromosomas no

son garantia de su homologia.

Tal es asi que el origen filogenético y de la triploidia sigue incierto. Muchas
investigaciones al respecto se han inclinado hacia la autotriploidia proveniente de una
especie diploide, C. cartwrightianus (Brighton, 1977; Chichiricco y Grilli-Caiola, 1984; Frizzi
et al., 2007; Ghaffari, 1986; Nemati et al., 2018), motivo por el cual se explicaria la escasa o
nula variabilidad genética (Fernandez, 2007; Zubor et al., 2004); y el alto grado de
heterocigosis podria explicarse por los diferentes genotipos de C. cartwrightianus que le

dieron origen (Nemati et al., 2018).

Asimismo, no se ha encontrado polimorfismo molecular en poblaciones de diferentes
sitios de cultivo a través de diferentes marcadores como RAPD, ISSR, SSR, IRAP, AFLP



(Alsayied et al., 2015; Busconi et al., 2015; Grilli-Caiola et al., 2004; Rubio-Moraga et al.,
2009), lo que ha llevado a especular que en el mundo sélo existe un cultivar (Grilli-Caiola et
al., 2004; Sheikh et al., 2014, Siracusa et al., 2012; Zubor et al., 2004).

En contradiccion a estos antecedentes, desde que se estudia esta especie se han
observado en el campo variabilidad morfologica, fenoldgica y agronémica. Investigaciones
recientes han comunicado alto grado de determinacion genética o heredabilidad en sentido
amplio (valores mayores a 0,60) para caracteres como nimero de cormos hijos por cormo
madre, numero de flores por cormo, peso medio de cormos hijos por peso de cormo madre,
entre otros (Baghalian et al., 2010; Sheikh et al., 2014). En este sentido, Khansarinejad et al.
(2015) y Mir et al. (2015) entre otros, han encontrado variabilidad genética a través de
marcadores moleculares RAPD, ISSR. Otros autores han encontrado resultados que
suponen un origen alopoliploide de esta especie (Ali et al., 2013; Harpke et al., 2013; Tsaftaris
et al., 2011).

Debido al modo de reproduccién, la fuerte presion de seleccidon (Alavi-Kia et al., 2008)
y al abandono de cultivos en sitios de larga tradicion en esta especie, se habria producido

un importante proceso de erosién genética (Fernandez, 2007).

Ante estos procesos de erosion genética se torna de gran importancia la formacién
de una coleccion de material cultivado con diferentes adaptaciones y su respectiva
caracterizacion. Estas colecciones constituyen la base para el inicio de cualquier programa

de mejoramiento.

Ante los resultados contrarios en cuanto al nivel de variabilidad genética encontrado,
sumado a las evidencias fenotipicas, postulamos la hip6tesis de existencia de variabilidad
genética en el azafran. Como objetivo general de esta investigacion se plantea evaluar la
variabilidad genética disponible de los materiales cultivados en diferentes sitios de la
Republica Argentina con vistas de iniciar un programa de mejoramiento. Para ello, se debe
formar e incrementar una coleccion de germoplasma con introducciones de zonas de cultivo
distintas, para aumentar la variabilidad de los clones. En estos materiales, se evaluara la

variabilidad genética en caracteres de produccion, fenoldgicos, quimicos y moleculares.



MATERIALES Y METODOS

PROCEDENCIA DE LOS MATERIALES

La Céatedra de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la UNCuyo
formd una coleccion de germoplasma de Crocus sativus con un numero superior a 100
introducciones provenientes de cinco sitios de cultivo de Argentina. De este germoplasma se
analizaron 46 clones (Tabla 1). Los ingresos nombrados como F-FCA, G-FCA, M-FCA y R-
FCA (grupos de cormos con diferente procedencia y con gran cantidad de afos cultivados
en la FCA) se multiplicaron en el campo experimental de la Catedra (33°00°24,23” latitud S,
68°52°21,71” longitud O, y altitud de 939 msnm) durante mas de 15 afios; las restantes fueron
de reciente adquisicion provenientes de Villa Allende en la provincia de Cérdoba (CBAA); de
Rawson (SJR) y de Ciudad (SJ) de San Juan y Maipu de la provincia de Mendoza (MZAM).

Cada cormo de las ultimas introducciones se plant6 individualmente para la formacién

de su respectivo clon.

DISENO EXPERIMENTAL

Para la evaluacion agronémica se disefi6 un ensayo a campo en bloques,
completamente aleatorizados con tres repeticiones y con arreglo factorial de las cuatro
introducciones (F-FCA, G-FCA, M-FCA y R-FCA); con tres tamafos de cormos diferentes
clasificados por su peso de acuerdo a una escala arbitraria con 16 categorias con intervalos
de tres gramos: P2 =2,5-5,4g; P5=11,5- 14,4qg; P8 = 20,5 - 23,4g. El ensayo fue plantado
en febrero de 2014 y cosechado en diciembre de 2016. Se plantaron ocho cormos por unidad
experimental (tratamiento) a 0,20 m de profundidad, con una separacién entre surcos de 0,50
my entre plantas de 0,35 m para su distincién individual. No se realizo fertilizacion y se aplicé
riego de manera superficial, por surco con una frecuencia aproximada de 10 a 15 dias

durante el ciclo vegetativo dependiendo de la pluviometria.



Tabla 1. Clones evaluados molecularmente. Procedencias e indicacién (x) de clones para prueba de
Mantel.

Provincia  Localidad Procedencia Clon Provincia  Localidad Procedencia
MENDOZA FCA F-FCA 134 MENDOZA FCA M-FCA 53/26
F-FCA 52/4 X M-FCA 53/27
F-FCA 52/7 X R-FCA 51/2
F-FCA 52/11 X R-FCA 51/4
F-FCA 52/12 X R-FCA 51/5
F-FCA 52/13 X R-FCA 51/6
F-FCA 52/14 X R-FCA 51/7
F-FCA 52/18 X R-FCA 51/10
G-FCA 140 R-FCA 51/12
G-FCA 50/2 X MAIPU MZAM 46/4
G-FCA 50/6 X MZAM 46/5
G-FCA 509 X MZAM 46/7
G-FCA 50/10 X MZAM 46/8
G-FCA 50/11 X MZAM 46/10
M-FCA 53/4 X| SANJUAN RAWSON SJR 44/4
M-FCA 53/5 X SJR 44/5
M-FCA 53/7 X SJR 44/9
M-FCA 53/9 X CIUDAD SJ 43/3
M-FCA 53/13 X SJ 43/6
M-FCA 53/17 X SJ 43/9
M-FCA 53/22 X SJ 43/10
M-FCA 53/24 X| CORDOBA VILLA CBAA 45/5
ALLENDE
M-FCA 53/25 X CBAA 45/9

X X X X X X X X X

CARACTERES EVALUADOS

a) CARACTERES FENOLOGICOS Y DE PRODUCCION: medidos por unidad

experimental fueron:

¥ Inicio de Floracion (IF): registrado como el nimero de dias transcurridos desde la
fecha de plantacion hasta el dia de aparicién de la primera flor para cada afio de
cultivo.

¥ Periodo de Floracion (PEFLOR): registrado como el numero de dias transcurridos
desde el dia que aparecio la primera flor hasta la ultima por afio de cultivo.

¥ Fin de Floracion (FF): registrado como el niumero de dias transcurridos desde la

fecha de plantacion hasta el tltimo dia de floracion para cada afio de cultivo.
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Produccion de Flores (FL): determinado como la suma de flores totales producidas
en cada afio.
Longitud de Estigmas Frescos (LE): la longitud (mm) se midié desde el extremo
superior de los estigmas hasta el punto donde los mismos cambian de color naranja
a amarillo. Para su medicion se utilizo un calibre digital, y se realiz6 durante los afios
2014 y 2015.

Los cormos producidos luego de tres afos de cultivo (2014, 2015 y 2016) se
clasificaron en tres categorias segln su peso:

-cormos grandes: peso =220 g

-cormos medianos: peso entre 11y 19,9 g

-cormos pequenfos: entre 1y 10,9 g

En base a esta clasificacion se registraron en cada unidad experimental:

Numero de Cormos Producidos (NCOR): numero de cormos hijos.
Peso de Cormos Producidos (PCOR): peso total de cormos hijos (g).

En base al nimero y peso de cormos producidos se estimaron los siguientes indices

en cada unidad experimental:

indice de Numero de Cormos Grandes Producidos (N20): cociente entre el
namero de cormos hijos de tamafio grande y el total de cormos producido.

indice de Numero de Cormos Medianos Producidos (N11): cociente entre el
namero de cormos hijos de tamafio mediano y el total de cormos producido.

indice Namero de Cormos Pequefios Producidos (N10): cociente entre el nimero
de cormos hijos de tamafio pequefio y el total de cormos producido.

indice de Cormos Grandes (ICOGR): cociente entre el peso de cormos grandes y
el peso total de cormos producidos.

indice de Cormos Medianos (ICOME): cociente entre el peso de cormos medianos
y el peso total de cormos producido.

indice de Cormos Pequefios (ICOPE): cociente entre el peso de cormos pequefios

y el peso total de cormos producido.
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b) CARACTERES DE CALIDAD

Los compuestos indicadores de la calidad de las hebras de azafran fueron medidos
en soluciones extraidas de las mismas durante los afios 2015 y 2016; en 2014 la
produccion fue demasiado escasa para realizar la medicion. Las mediciones se
realizaron con un espectrofotémetro Cary 50 UV/Vis (Agilent Technologies, USA) como
lecturas de absorbancia a distintas longitudes de onda, de acuerdo al protocolo de la
norma internacional ISO 3632-2 (2010).

¥ Crocina (CRC): EI% 440 nm es la absorbancia a la longitud de onda de méaxima

absorcion para crocina.

¥ Safranal (SFR): EL% 330 nm es la absorbancia a la longitud de onda de méaxima
absorcion para safranal.

¥ Picrocrocina (PCR): E1% 257 nm es la absorbancia a la longitud de onda de maxima

absorcion para picrocrocina.

Las mediciones se realizaron en cada introduccion y repeticién, sin tener en cuenta el

tamafo de cormo inicial.

Previo a la medicién de estos compuestos se realizé la cosecha de flores, desbrizne y
secado de las hebras segun el protocolo de Poggi (2011). Posteriormente se conservaron
las hebras secas en condiciones de oscuridad a -80°C para evitar la degradacién de los

compuestos a medir.

Los caracteres de produccion se refieren tanto a la especia como al material de

propagacion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de los caracteres fenoldgicos, produccion y calidad se evaluaron a través
de andlisis de la varianza (ANAVA) y métodos exploratorios multivariados y por modelos
lineales generalizados mixtos (MLGM) (Anexo), utilizando el programa Infostat version 2016p
(Di Rienzo et al., 2011).

Las comparaciones de medias en MLGM se realizaron por la prueba de Di Rienzo,

Guzman y Casanoves (DGC) (Balzarini et al., 2008).
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Con los indices N20, N11 y N10, se graficaron las proporciones acumuladas por
tratamiento y se compararon los tratamientos dentro de cada indice. También se grafico el
peso de la produccion de cormos a través los indices ICOGR, ICOME e ICOPE. Los
tratamientos se compararon dentro de cada indice.

La LE se analizé por ANAVA (Anexo) y las comparaciones de medias se realizaron
por Diferencias Minimas Significativas (DMS).

Los caracteres fenoldgicos y agronémicos se evaluaron en forma conjunta por un
analisis de componentes principales (ACP) en base a la correlacion entre las variables y la

distancia euclidea de los individuos.

Los caracteres relacionados con la calidad de las hebras se midieron por introduccion,
en dos ciclos de cultivo. La evaluacién se realizé por ANAVA (Anexo), y la comparacion de

medias de los compuestos se realizdé por DMS.

C) CARACTERES A NIVEL MOLECULAR
RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Se tomaron trozos de hojas jévenes por duplicado de cada uno de los 46 clones, e
inmediatamente se colocaron en nitrégeno liquido para su instantdneo congelamiento y evitar
dafio y degradacién del ADN (Acido desoxirribonucleico). Luego se mantuvieron los

materiales en frio a -80°C hasta su procesamiento.

EXTRACCION DE ADN Y VERIFICACION DE CALIDAD

Las hojas refrigeradas se molieron en nitrégeno liquido obteniendo alrededor de 15

mg. La extraccién de ADN gendmico se llevé a cabo segun el protocolo de Dellaporta (1983).

La calidad del ADN se evalu6 a través de electroforesis en gel de agarosa al 0,8% a
90 V por 30 minutos. Se realiz6 tincion con Bromuro de Etidio 0,8 pg/ml durante 20 minutos
y se revel6 en fotodocumentador transiluminador con luz UV (Bio-Rad, EE.UU.). La imagen
fue analizada con el software Molecular Analyst 1,5 (Bio-Rad, EE.UU.) que permitid

comprobar la integridad del ADN extraido.

REACCIONES DE AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM)

La reaccion de AFLP requirié 250 ng de ADN. La concentracion del mismo se midi6é

a través de espectrofotometria (Gene Quant) en diluciones 1:10 de las extracciones
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originales. Las soluciones de trabajo utilizadas fueron de 50 pug/ml. El protocolo seguido fue
el de Vos et al. (1995). EI ADN gendmico se fragmentd con dos enzimas de restriccion, una
de corte frecuente (Msel) y otra de corte raro (EcoRlI). Posteriormente los fragmentos del
ADN gendmico se unieron a los adaptadores de las enzimas de restriccion y se realizé una
preamplificacién con Msel y con EcoRI con la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Luego se llevaron a cabo las amplificaciones selectivas de los 46 clones
con 5 combinaciones de cebadores (Tabla 2). Cada uno de estos pasos se verificd con
electroforesis en geles de agarosa al 4% y tincion con Bromuro de Etidio. Las reacciones se
resolvieron por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 6% y tincién con plata
(Benbouza et al., 2006).

Para la corroboracién de la técnica se realizaron cuatro réplicas de amplificacion de

muestras distintas en cada combinacion de cebadores.

Tabla 2. Adaptadores y combinaciones de cebadores

Oligonucleo6tidos Secuencias Numero de fragmentos
Adaptadores
EcoRlI 5-CTCGTAGACTGCGTACC

CATCTGACGCATGGTTAA-Y

Msel 5-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5

Cebadores de
preamplificacién
EcoRI + A 5-AGACTGCGTACCAATTCA
Msel + C 5-GACGATGAGTCCTGAGTAAC

Cebadores de amplificacion

selectiva

(A) EcoRI + ACA/ Msel + CTG 93
(B) EcoRI + AAA / Msel + CAA 76
(C) EcoRI + ACA / Msel + CAA 94
(D) EcoRI + AGC / Msel + CAA 40
(E) EcoRI + ACC / Msel + CTC 64

Total 367
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis se realizaron por separado en dos conjuntos; uno donde se incluyeron
los 46 clones de la tabla 1 y otro con 32 clones pertenecientes a las siguientes procedencias:
M-FCA, F-FCA, R-FCA y G-FCA. Esta division se realizd para identificar los reales

agrupamientos de clones entre estas introducciones.

En base a los geles de poliacrilamida se elaboraron matrices binarias, donde se
computd la ausencia de banda con O (cero) y la presencia con 1 (uno) cuando fue
inequivocamente distinguible para cada uno de los alelos. Con estas matrices se realizé un
analisis descriptivo de las bandas observadas y uno molecular de varianza (AMOVA), con el

programa InfoGen version 2016 (Balzarini y Di Rienzo, 2003).

Las matrices binarias también se analizaron por los métodos: Conglomerados y de
Coordenadas Principales (ACoP) con distancias calculadas en base al coeficiente de
similitud de DICE y el método de ligamiento promedio sin ponderacion, con el programa
InfoGen version 2016 (Balzarini y Di Rienzo, 2003).

El indice de Polimorfismo se determiné en base a los datos descriptivos de los alelos
visualizados como cociente entre el nimero de alelos polimérficos y el total de alelos

considerados.

CORRELACION ENTRE VARIABLES AGRONOMICAS Y MOLECULARES

Las matrices para la correlacion entre variables agronémicas y moleculares se
obtuvieron a partir de los clones de los cuales se registraron tanto variables agronémicas
como moleculares. La significacion de la correlacion entre las matrices de las variables
moleculares y agrondmicas se determiné a través de la prueba de Mantel. Los caracteres
agronomicos, registrados para los mismos clones evaluados molecularmente, fueron: FL,
NCOR clasificados por peso (grande, mediano y pequefio: con pesos 220 g, entre 19,9 y 11
g,y <10,9 g respectivamente), PCOR (NCOR y PCOR evaluados al momento de la cosecha);
PEFLOR, IF y FI por cada uno de los tres afios cultivados. Se correlacionaron las matrices
de distancias de las variables moleculares y agronémicas de 30 clones (Tabla 1) de la
coleccion pertenecientes a la localidad FCA con el programa InfoStat version 2016 (Di Rienzo
et al., 2011).
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RESULTADOS

CARACTERES FENOLOGICOS Y DE PRODUCCION

INICIO Y FIN DE FLORACION

Estos caracteres se ajustaron a una distribucién de Poisson. No se detectaron
diferencias significativas (p<0,05) entre introducciones, tamafio Yy tratamientos

(introduccion*tamafio) en los afios evaluados.

PERIODO DE FLORACION

En el analisis conjunto de la informacion de los tres afios se estimaron diferencias
significativas (p=<0,05) entre introducciones, tamarios y  tratamientos
(introduccion*tamafio). Las introducciones M y F de la localidad FCA presentaron los
periodos de floracibn mas extensos (Figura 2.a). Los cormos descriptos como tamafio
P8 florecieron durante un tiempo mas prolongado que los descriptos como P5 y P2
(Figura 2.b). Sin embargo al existir interaccidn entre introducciones y tamafos es valido
remarcar solo los tratamientos. Entre ellos M:P8, G:P8 y F:P5 se diferenciaron (p<0,05)
de los restantes por un periodo de floracion mas prolongado y R:P2 por un periodo mas
reducido (Figura 2.c).

PERIODO DE FLORACION (dias)

M F G R P8 P5 P2 M:PBG:P8F:P5 RIPEM PSF:P2 F-P8 R.PSM:P2G:P5GIPZR P2
INTRODUCCIONES TAMANOS TRATAMIENTOS

@pPe @EP5 EP2

Figura 2. Periodos de floracion en el conjunto de los tres afios: a) introduccion (F-FCA, G-FCA,
M-FCA y R-FCA) b) tamafios de cormo inicial (P2 = 2,5 - 5,4g; P5 =11,5 - 14,4g; P8 = 20,5 -
23,49) y c) tratamientos (interaccion entre introduccién y tamafio). Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05)
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Los resultados del periodo de floracion por afio tanto para introducciones,
tamanos y tratamientos (Figura 3) resultaron significativos (p<0,05), con excepcion del
tamano en el afio 2014 (Figura 3.d).

El periodo de floracion del afio 2014 se desarroll6 entre el 15/04 y el 23/05
sumando un total de 38 dias. La introduccion R-FCA (6,89 + 1,55) y el tratamiento R:P5
(11,71 + 4,86) se diferenciaron (p<0,05) de los restantes por su mayor extension (Figura
3.ay 3.0).

En el afio 2015 el periodo de floracién comenzo6 el dia 10/04 y termind el 12/05
sumando un total de 32 dias. La introduccién M (8,89 £0,76) y el tamafio de cormos P8
se destacaron por tener mayores periodos de floracién (Figura 3.d y 3.e). Sin embargo,
al ser la interaccion significativa (p<0,05) los resultados se centran en los valores de los
tratamientos. La media de M:P8 (21,02 £ 1,73) fue la mayor para este caracter, con una
amplia diferencia con las medias de M:P2, R:P2, F:P2 y G:P2 (3,92 + 0,51, 3,34 + 0,71,
3,15+0,73y 2,16 + 0,62 respectivamente) (Figura 3.1).

En el afio 2016 el periodo de floracion comenzé el dia 23/04 y culmin6 el 30/05
sumando 37 dias totales. La introduccién F tuvo el mayor periodo de floracién (13,08 +
0,83),yla G (10,32 £0,67) y la R (9,55 + 0,65) con los menores (Figura 3.9). El tamafio
P8 fue el de mayor tiempo medio de floracion (13,17 + 0,78), y el de menor tiempo fue
P2 (9,93 + 0,65) (Figura 3.h). Al ser significativa la interaccion introduccion*tamafio, lo
relevante son los tratamientos. Entre ellos se diferenciaron cinco grupos; el conformado
por G:P8 (16,33 + 1,13) y F:P5 (15,53 £ 0,99), tuvo el periodo de floracion mas extenso
mientras que el grupo formado por G:P5 (7,35 +0,65) y R:P2 (6,46 + 0,75) tuvo el
periodo més corto (Figura 3.i).
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Figura 3. Periodo de floracion en cada afio. Comparaciones entre introducciones (F-FCA, G-FCA, M-
FCA y R-FCA) (a, d, g), tamafios de cormo inicial (P2 = 2,5 - 5,4g; P5 = 11,5 - 14,4g; P8 = 20,5 -
23,49) (b, e, h) y tratamientos (interaccion entre introduccion y tamafio de cormo inicial (c, f, i). Letras
distintas indican diferencias significativas.

PrRoDucCION DE FLORES

En términos generales, la produccion total de flores por introduccion mostro un
amplio rango de variaciéon en valores absolutos (302 — 556 flores) cuyos extremos
corresponden a las introducciones G-FCA y M-FCA, respectivamente. También la
produccién de flores vari6 entre 251 y 773 para tamafios de cormos asignados como P2
y P5, respectivamente. En la produccion de flores se detectaron diferencias (p<0,05)

entre las introducciones, entre los tamafios de cormo iniciales y entre la interaccion entre
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introduccion y tamafio de cormo en el analisis conjunto de los tres afios (Figura 4). La
introduccion R fue la de mayor produccion media (13,57 + 4,73) y la G la de menor
produccién (10,02 + 3,48) (Figura 4.a). El tamafio de cormo P8 fue el que mas flores
produjo entre los tamafios ensayados (Figura 4.b). En los tratamientos
(introduccion*tamafio) se observé la formacion de seis grupos. R:P8 fue el tratamiento
gue mayor produccién media de flores registré (17,03 + 5,93) y M:P2 el de menor
produccion (6,81 + 2,37) (Figura 4.c).
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Figura 4. Floracién total media en el conjunto de los tres afios. Comparacion de medias entre
introducciones (F-FCA, G-FCA, M-FCA y R-FCA) (a), entre tamafios de cormo plantado (P2 =
2,5-5,49; P5=11,5-14,4g; P8 = 20,5 - 23,49) (b) y entre las interacciones (interaccion entre
introduccion y tamafio) (c). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En el analisis de la media de produccién de flores separada por afio la respuesta

varié de acuerdo al afio de produccion.

En el afio 2014, la produccion total fue de 46 flores. No se detectaron diferencias
(p=0,05) por introducciones, por tamano de cormos iniciales y en la interaccion de estos

factores (tratamientos) (Figura 5.a, 5.b y 5.c).

Durante el afio 2015 la produccion total fue de 713 flores. Los efectos de la
introduccion, el tamafo inicial de cormo y la interaccion fueron significativos (p<0,05). Si
bien la introduccion R presentd la mayor produccion de flores y G y F tuvieron las
menores (Figura 5.d); al ser significativa la interaccion los valores de tratamientos son
los que toman relevancia. Es el caso de R:P8 con la mayor produccion (53,81 + 16,29)

y de F:P2 con una menor produccién (3,32 £ 1,11) (Figura 5.f).
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La produccion en el afio 2016 sumo un total de 943 flores. Todos los efectos (la
introduccion, el tamafio inicial de cormos y la interaccién) fueron significativos (p<0,05).
Entre las introducciones se destac6 la F con una produccién de 24,51 + 5,17 flores
(Figura 5.9). En el tamafio inicial de cormos, P5 se diferencié con la mayor produccién
de flores (28,14 + 5,96) y P8 como el tamafio de menor produccién de flores (17,29 £
3,65) (Figura 5.h). De la misma manera que en el afio 2015 la significancia de la
interaccion lleva a relevar los tratamientos. El que presentd mayor produccion fue: M:P5
y el de menor R:P8 (34,48 + 7,34 y 10,28 * 2,23 respectivamente) (Figura 5.i).
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Figura 5. Produccion de flores por aflo. Comparaciones entre introducciones (F-FCA, G-FCA, M-FCA
y R-FCA) (a,d,g), tamafos de cormo inicial (P2 = 2,5 - 5,4g; P5 = 11,5 - 14,4g; P8 = 20,5 - 23,4Q)
(b,e,h) y tratamientos (interaccion entre introduccion y tamafio de cormo inicial) (c.f,i). Letras distintas
indican diferencias significativas.

LONGITUD DE ESTIGMAS

20



La longitud de los estigmas se analizé cada afio por separado debido a la escasa
cantidad de estigmas obtenidos de acuerdo a la floracién del afio inicial de plantacion.
En el afio 2014 no se detectaron diferencias entre introducciones, ni tamafos ni
tratamientos. En el afio 2015 se diferencié (p<0,05) por el tamafio de cormo inicial. La
menor longitud la presentaron los estigmas de flores producidas por cormos de tamafio
P8 (Tabla 3).

Tabla 3. Valores medios y error estandar de la longitud de estigmas frescos por afio.

LE (mm) 2014 LE (mm) 2015
29,16 (+1,2) 33,3 (x0,07)
) 29,26 (+2,57) 33,7 (+0,07
INTRODUCCION
32,39 (+1,09) 35,2 (+0,05)
28,78 (+1,47) 34,4 (+0,08)
sd 34,8 (+0,04) a*
TAMANO 29,29 (+1,47) 34,8 (+0,08) a*
30,42 (+0,76) 33,0 (+0,05) b*
sd 32,6 (x0,18)
26,72 (+2,44) 34,3 (+0,05)
30,79 (+1,18) 32,2 (+0,08)
sd 36,1 (+0,19)
34,12 (+4,20) 33,3 (+0,08)
TRATAMIENTO 24,39 (2,97) 32,0 (x0.11)
sd 35,1 (+0,11)
29,61 (+1,88) 35,4 (+0,08)
33,32 (+1,31) 34,1 (x0,07)
sd 35,8 (+0,18)
29,30 (+2,97) 34,8 (+0,09)
28,53 (+1,63) 31,7 (¥0,09)
(* ) letras distintas indican diferencias significativas p<0,05 sd: sin datos

ProbDuccION DE CORMOS

En el nUmero de cormos total cosechados después de los tres afios de cultivo se
detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre tamafios de cormo inicial y
tratamientos (Figura 6.b y 6.c) pero no se encontraron diferencias entre introducciones
(Figura 8.a). El tratamiento M:P8 fue el mas productivo (84,06 + 23,03) y los tratamientos

con tamafo de cormo P2 fueron los de menor produccién (G:P2 26,38 + 7,69; F:P2 22,61
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+6,47;, M:P2 21,96 + 6,15y R:P2 14,93 + 4,88) (Figura 6.c). Entre los cormos de tamafio
P5 no hubo un tratamiento distinguido y tampoco entre los de tamafio P2 (Figura 8.c).
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Figura 6. Media de nimero de cormos producidos por introduccion (F-FCA, G-FCA, M-FCA y R-
FCA) (a), tamafio de cormo incial (P2 = 2,5 - 5,4g; P5 = 11,5 - 14,4g; P8 = 20,5 - 23,49) (b) y
tratamiento (interaccion entre introduccién y tamafio) (c) luego de tres afios de cultivo
consecutivo. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En la figura 7 se observa la proporcién acumulada de cormos cosechados de
acuerdo a la clasificacién establecida (grandes (N20), medianos (N11) y pequefios
(N10)), después de tres afios de cultivo. En general, todos los tratamientos produjeron
mayor proporcion de cormos pequefios que de tamafio medianos y grandes
destacandose del resto M:P8 (0,75,02 £ 0,02) (Figura 7). Sin embargo, se distinguen los
tratamientos F:P2, G:P2, G:P5 y R:P2 (0,33 + 0,05; 0,29 + 0,04; 0,28 + 0,03 y 0,38 *
0,07 respectivamente) como los de mayor proporcion de produccion de cormos grandes
y los tratamientos G:P8, M:P8 y R:P5 (0,12 = 0,02; 0,10 + 0,01 y 0,12 + 0,02
respectivamente) los de menor proporcion (Figura 7). Por su parte el tratamiento R:P2
produjo una alta proporcion de cormos grandes, y menor proporcion de cormos
pequefios (0,38 + 0,07 de cormos grandes; 0,47 £ 0,07 de cormos pequefos); situacion
similar que se encontré en los tratamientos F:P5 (0,21 + 0,02 de cormos grandes y 0,42
+ 0,03 de cormos pequefios) y G:P5 (0,28 + 0,03 de cormos grandes y 0,43 £ 0,03 de

cormos pequefios) (Figura 7).
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Figura 7. Proporciones de numero de cormos producidos segun clasificacién por tamafio (N20=
220g, N11=11 - 19,9g, N10= < 10,99g) y tratamiento (interaccién entre introduccion y tamafio de
cormo inicial). Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05 entre tratamientos dentro
de tamafio de cormo producido.

En el peso de cormos cosechados se detectaron diferencias significativas
(p=0,05) entre introducciones, entre los tamafos de cormo plantado y entre tratamientos.
La introduccion F-FCA presento el peso de cormos cosechado mas elevado (522,28 +
246,54) y la introduccién R-FCA el menor (367,19 £ 173,29) (Figura 8.a). El peso de
cormos producido fue el mayor cuando el tamafio de cormo inicial plantado fue P8
(625,12 + 295,24) (Figura 8.b). Entre los tratamientos los que produjeron los mayores
pesos de cormos a cosecha fueron: F:P8, M:P8, G:P5, F:P5 y R:P8 (660,80 + 312,09;
659 + 311,76; 652,55 + 308,65; 632,71 + 298,96 y 613,83 + 290,21 respectivamente) y el
tratamiento de menor peso fue R:P2 (175 + 83,41) (Figura 8.c).
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Figura 8. Peso total (g) de cormos producidos. Por introducciéon (F-FCA, G-FCA, M-FCA y R-
FCA) (a), por tamafio de cormo inicial (P2 =2,5-5,4g; P5 =11,5- 14,4g; P8 = 20,5 - 23,4q) (b)
y por tratamiento (interaccion entre introduccion y tamafio inicial del cormo) (c) al tercer afio de
cultivo. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

La proporcién en peso de cormos grandes, medianos y pequefios producidos se
diferencié (p<0,0001) entre tratamientos (Figura 9). La mayor proporcion del peso
producido fue debida a los cormos grandes. El tratamiento R:P2 (0,70 £ 0,02) tuvo el
ICOGR mas elevado mientras que M:P8 y R:P5 presentaron el menor (0,30 + 0,01 cada

uno) (Figura 9).

Los tratamientos F:P5, R:P5, G:P8y G:P2 tuvieron el mayor ICOME (0,41 £ 0,01
y 0,40 £ 0,01 respectivamente) y F:P2 y R:P2 tuvieron el menor (0,16 £ 0,01y 0,13
0,01 respectivamente) (Figura 9). Por su parte, el tratamiento M:P8 fue el que registro
el ICOPE mas elevado y el tratamiento G:P5 (0,14 + 0,01) tuvo la menor ICOPE (Figura
9).
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Figura 9. Distribucidn de la proporcion de cormos producidos. Cormos grandes (ICOGR) (=20g),
medianos (ICOME) (11 - 19,99) y pequefios (ICOPE) (£ 10,99g), producidos por tratamiento
(interacciéon entre introduccién y tamafio de cormo inicial). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre tratamientos dentro de tamafio de cormos producidos.

El andlisis conjunto de los caracteres agrondmicos de fenologia y producciéon a
través de componentes principales explico en el plano factorial un 76,1% de la

variabilidad observada (Figura 10).

Las variables mejor representadas en el primer eje del plano factorial fueron en
el sector positivo ICOGR y en el negativo PEFLOR, NCOR y PCOR. En el segundo eje
en el sector positivo ICOME, y en el negativo ICOPE (Tabla 4).
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Tabla 4. Autovalores y autovectores de distribucion de las variables en los componentes

principales.

Autovalores Autovectores

e2
1 5 0,62 0,62 FL -0,35 0,3
2 11 0,14 0,76 NCOR -0,4 -0,31
3 0,9 0,11 0,87 PCOR -0,38 -0,11
4 0,6 0,08 0,95 ICOGR 0,42 -0,02
5 0,24 0,03 0,98 ICOME -0,3 0,64
6 0,13 0,02 1 ICOPE -0,28 -0,63
7 0,03 0,0035 1 LE 0,28 -0,07
8 0,0013 0,00016 1 PEFLOR -0,4 0,03

En base a un analisis de conglomerados (no presentado) y a las variables mejor

representadas se conformaron cuatro grupos de tratamientos (Figura 10):

I: constituido por los tratamientos G:P2, M:P2, F:P2 y R:P2. Caracterizado por tener un
ICOGR elevado, un PEFLOR reducido, un NCOR y PCOR bajos y un ICOME bajo, con
excepcion de M:P2 con ICOME intermedio.

II: conformado por el tratamiento G:P5. Caracterizado por tener un ICOGR intermedio,

un ICOPE bajo, una produccion FL intermedia y un reducido PEFLOR.

I1l: compuesto por los tratamientos F:P5, M:P5 y R:P5. Caracterizado por tener elevada
produccién de FL, un largo PEFLOR, un elevado ICOME, un bajo ICOGR y presentar
bajos LE.

IV: constituido por los tratamientos M:P8, R:P8, F:P8 y G:P8. Caracterizado por valores
altos en NCOR, PCOR, PEFLOR, FL e ICOPE, y bajos valores en el ICOME, LE y en el
ICOGR.
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Figura 10. Analisis de Componentes Principales. Asociaciones entre variables fenolégicas y
productivas y tratamientos. NUumeros romanos indican agrupamientos. Correlacion cofenética=
0,95

CALIDAD DE HEBRAS

Los componentes quimicos principales de las hebras de azafran: crocina,
picrocrocina y safranal son responsables del color, el sabor amargo y el aroma

caracteristicos de esta especia.

Los resultados obtenidos como lecturas directas de absorbancia se expresaron de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

(D *10000)
(m = (100 — H))

1% _
lcm —

Donde:
D: es la absorbancia especifica a las longitudes de onda 257, 330 y 440 nm

m: es la masa de la muestra de azafran en gramos
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H: es la humedad y contenidos volatiles de la muestra, expresada como fraccion

de la masa

Se encontré que el ambiente tiene una gran influencia en la variabilidad de los

compuestos quimicos.

En el ANAVA el factor que explico la variabilidad de los compuestos fue el afio
de produccidn; la interaccion entre introducciones y afilos no resulté significativa (p<0,05)
para todos los compuestos (Tabla 5). En el 2015 la absorbancia de crocina y de
picrocrocina en las introducciones fue significativamente mayor que en 2016 y para

safranal el afio con mayores valores fue 2016 (Tabla 6).

Tabla 5. ANAVA de los componentes quimicos. Valores de F y probabilidades.

FUENTE VARIACION

INTRODUCCION 0,20 0,8934 0,34 0,7941 0,03 0,9933
BLOQUE 10,40 0,0003 0,52 0,6001 6,04 0,0059
INTRODUCCION*BLOQUE [okek; 0,9142 1,64 0,1685 0,48 0,8197
ANO 32,55 <0,0001 128,76 <0,0001 95,46 <0,0001
CLON*ANO 0,50 0,6826 0,92 0,4436 0,45 0,7182

Tabla 6. Absorbancia media de crocina, picrocrocina y safranal. Comparaciones de los afios para
las introducciones evaluadas (F, G, My R). Letras distintas indican diferencias (p<0,05)

PCR SFR CRC
(EY% 257 nm) (EY% 330 nm) (E1%, 440 nm )

1cm 1cm
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CARACTERES A NIVEL MOLECULAR

Un total de 367 bandas, de tamafio entre 100 pb y 500 pb, se obtuvieron del analisis

de los geles (Figura 11). De estas bandas, 78 fueron monomérficas resultando un 78,75% de

bandas polimoérficas. El rango de bandas polimorficas obtenidas por combinacion varié de 33
(combinacion D: E+AGC/M+CAA) a 80 (combinacién A: E+ACA/M+CTG). En todas las

combinaciones el porcentaje de bandas polimérficas fue mayor al 45%, con un rango de

variacion entre 46 — 67% Yy tuvieron un porcentaje de amplificacion elevado, del 80% al 87,4%.

El contenido de informacion polimérfica (PIC) fue de 0,18 a 0,22 el mayor valor corresponde a

la combinacion E la cual fue, también, la de menor probabilidad de que dos individuos

presenten el mismo alelo (Tabla 7). El indice de polimorfismo calculado con estos datos fue

de 0,787.

Tabla 7. Resultados descriptivos de los perfiles de bandas de AFLP. BP: numero de bandas
polimorficas; BM: numero de bandas monomorficas; BT: numero total de bandas; PMF (95):
proporciéon de loci polimérficos; PIC: contenido de informacion polimérfica promedio; EE: error
estandar de PIC; AMP: porcentaje de amplificacion; PDICMA: probabilidad de que dos individuos
compartan el mismo alelo.

Cebador BP BM BT PMF(95) PIC E.E. AMP  PDICMA
A 80 13 93 0,61 0,20 0,01 82,97 9,606

B 58 18 76 0,57 0,19 0,01 83,70 1,004

C 65 29 94 0,46 0,18 0,01 87,44 5,7-06

D 33 7 40 0,50 0,18 0,01 87,02 4,605

E 53 11 64 0,67 0,22 0,01 79,99 1,407
Total 280 78 367 84,19 3,72
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51/2 MP 51/6 51/10 52/4 52/11 52/13 52/18 53/5
50/11 51/4 51/5 517 51/12 52/7 52/12 52/14 53/4

Figura 11. Perfiles de bandas de AFLP obtenidos en clones de Crocus sativus. Imagen ilustrativa de gel

con la combinacién de cebadores eACC-mCTC. Las marcas l> indican bandas en alelos polimérficos.
MP: marcador de peso molecular.

En el andlisis de los 46 clones se detectaron diferencias significativas (p< 0,05) entre
procedencias y entre clones dentro de las mismas. El 13,4% de la variacion fue explicada por
las procedencias y el 86,6% por los clones dentro de procedencia (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis molecular de la varianza por procedencia.

Fuente de variacion Porcentaje variacion

Procedencia <0,0001 13,40
Dentro <0,0001 86,60
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Las procedencias se diferenciaron en cinco grupos, a través de sus distancias en un
andlisis de conglomerados, conformando los siguientes grupos: I: G-FCA, R-FCA, F-FCA y
CBAA; II: SJ; lll: MZAM; IV: SJRy V: M-FCA (Figura 12).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Dice (sgrif1-S)}}

M-FCA

SJR

MZAM

SJ

G-FCA

R-FCA

F-FCA

CBAA

0,00 0,14 0,28 0,42 0,56

Figura 12. Dendrograma segun procedencias. En rojo el grupo |, verde el grupo Il, amarillo el grupo
Il en gris el grupo IV y en azul el grupo V. Correlacién cofenética= 0,897

Los clones se agruparon en 12 clases como sigue (Figura 13):

. MZAM:46/5 VII. SJ:43/10 y MZAM:46/4

II. M-FCA:53/27 y M-FCA:53/26 VIII.R-FCA:51/5

. SIR:44/5 IX. M-FCA53/25, M-FCA:53/24 y M-FCA:53/22
IV. SJR:44/9 X. SJR:44/4

V. SJ:43/3 XI. G-FCA:140

VI. G-FCA: 50/9 Xll. Los 31 clones restantes
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Distancia: (Dice (sqri(1-S)))

MZAM:46/5
M-FCA:53/27
M-FCA'53/26
SJR:44/5
SIR'44/9
SJ:43/3 |
G-FCAS09 J_l
J:43/10 )

M-FCA:53/25
M-FCA53/24
M-FGA 5322
SJRA4/4
G-FCA:140
SJ:43/9

NP AMAG/S

MZAM:46/7 |_|_
MZAM:46/10

R-FCA51/2

G-FCA'50/11 —
EEcA T )
F-FCA:52/14
R-FCA51/12
R-FCA51/4
G-FCA'50/6
G-FCA'50/2
M-FCA'53/17
F-FCA:52/4
R-FCA:51/6
R-FCA51/7
R-FCA51/10
M-FCA:53/13
F-FCA:52/7

M-FCA:53/9

M-FCA53/7

M-FCA:53/5 '_|J_
M-FCA:53/4 y
F-FCA:52/18
Az -
F-FCA'52/11

CBAA:45/9 !
CBAA:45/5

0,00 0,07 013 0.20 0.26 0,33 0,39 046

Figura 13. Dendrograma de clones de C.sativus en Argentina. Correlacion cofenética= 0,936

El plano factorial del analisis de coordenadas principales explicé el 20,7% de la
variabilidad encontrada en el conjunto de los materiales analizados con una agrupacion de los
clones concordante con el dendrograma de la Figura 13 como se muestra en la Figura 14.
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Arbol de recorrido minimo
SCARM)=0,172-Distancia: {Dice {sqri{1-5)))

0,24
0,15
=
=
Z 0,06
o~ ]
o
[
| X
0,024
e
0,11 : : .
-0,09 0,13 0,24 0,35
CP 1(12,3%)

Figura 14. Analisis de Coordenadas Principales. Distribucion de los 46 clones y su relacion con las
coordenadas, se muestra el arbol de recorrido minimo con agrupamiento de clones. Colores indican
procedencias: © CBAA, @ MZAM, O F-FCA, @ G-FCA, @ M-FCA, @ R-FCA, @ sJ, O SJR. Nimeros

romanos indican agrupamientos. Correlacion cofenética 0,928

En la localidad FCA se detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre
procedencias y dentro de las mismas. El 10,7 % de la variacion fue explicado por las

procedencias y el resto por las diferencias entre clones (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis molecular de la varianza de la localidad FCA.

Fuente de Variacion Porcentaje de variacion

Procedencia <0,0001 10,76
Dentro <0,0001 89,24
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En el andlisis de conglomerados de las procedencias de la localidad FCA se visualiza
a la procedencia la M-FCA como la mas distante (Figura 15). Al analizar los clones de las
procedencias se clasificaron en seis grupos en base a sus distancias (Figura 16). Los clones
de la localidad FCA se agruparon en clases (Figura 16):

I: M-FCA53/26 y M-FCAS3/27;

[I: G-FCA50/9;

lll: R-FCA51/5;

IV: G-FCA140;

V: M-FCA53/22, M-FCA53/24 y M-FCA53/25 y

VI: los 24 restantes.

Distancia: (Dice (sqrt(1-S)))

M-FCA

G-FCA

R-FCA

F-FCA

0,00 0,15 0,30 0.45 0,60

Figura 15. Dendrograma de procedencias de la localidad FCA. Correlacion cofenética= 0,89
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Distancia: (Dice (sgrif1-5)))

M-FCA:53/27 ,
M-FCA:53/26 J
G-FCA:50/9
R-FCA:51/5
G-FCA:140
M-FCA:53/25
M-FCA:53/24
M ECASTIA0 :
G-FCA:50/11

G-FCA:50/10
F-FCA:134
F-FCA:52/14
R-FCA:51/M12
R-FCA:51/4
G-FCA:50/6
G-FCA:50/2
M-FCA:S3/17
F-FCA:52/4
R-FCA:51/6
R-FCA:51IT
R-FCA:51/10
M-FCA:53/13
F-FCA:52/7
M-FCA:53/9
M-FCA:53/7 —
M-FCA.53/5
M-FCA:53/4
F-FCA:52/18
F-FCA:52/13
F-FCA:52/12
F-FCA:52/11

000 007 015 022 029 037 044

Figura 16. Dendrograma de clones de la localidad FCA. Colores distintos indican grupos distintos.
Correlacion cofenética= 0,935

En el ACoP de esta localidad se observan los mismos grupos que en el dendrograma
de la figura 16 (Figura 17).
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Arbol de recaorride minimeo
SCTARMI=0.092-Distancia: (Dice (sqrif1-5))

0,17 4

0,104

003 -

CF 2 (9.3%)

-0,04 3

010 0.02 013 024 0,36
CP 1 (19.5%)

Figura 17. Andlisis de Coordenadas Principales. Distribuciéon de los 32 clones de la localidad FCA y su
relacién con las coordenadas, se muestra el arbol de recorrido minimo con agrupamiento de clones.
Colores indican procedencias: O F-FCA, @ G-FCA, @ M-FCA, @ R-FCA. Numeros romanos indican
agrupamientos en base a dendrograma anterior (Figura 16). Correlacion cofenética 0,92

CORRELACION ENTRE VARIABILIDAD AGRONOMICA Y MOLECULAR

La correlacion entre los caracteres agrondmicos y moleculares resulté no significativa
(p>0,10) y con un r = -0,13. Estos resultados indicarian la no existencia de relacion entre los

fragmentos de ADN analizados y los caracteres agronémicos evaluados.
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DISCUSION

VARIABILIDAD AGRONOMICA

FENOLOGIA

El azafran tiene un periodo concreto de cultivo, determinado principalmente por
la temperatura (Alonso Diaz-Marta y Sdnchez Gémez, 2007; Poggi, 2009). En Lujan de
Cuyo la etapa de floracién comienza la primera quincena de abril y finaliza hacia fines
de mayo - primeros dias de junio; cuando la temperatura se hace inferior al rango
propicio para el desarrollo floral (Poggi, 2009). Teniendo en cuenta la concentracion de
la floracién en pocos dias y la demanda de mano de obra intensiva de las labores de
cosecha, desbrizne y secado de las hebras; la diferenciacién de materiales en el inicio
de floracién, asi como la longitud del periodo de floracién o la finalizacion resultan muy
importantes en el manejo agrondmico del cultivo. Artificialmente se ha probado el
escalonamiento de la floracion con tratamientos en camaras de cultivo simulando
condiciones de verano y de otofio (Molina et al. 2004, Poggi y Portela, 2010). Entre las
introducciones de la localidad FCA no se encontraron diferencias en el inicio ni en el fin
de floracién, pero si en el periodo de floracién entre tratamientos. Las introducciones F
y M resultaron de periodo mas extenso de floracién (8,8 £ 0,7) tanto en el andlisis de los
afios en conjunto como en 2015 y 2016 individualmente. El tamafio de cormo inicial P8
tuvo el periodo mas extenso que P5 y éste que P2, situacion que se mantuvo en cada
uno de los afios registrados. Los cormos de plantacién de tamafio P2 no florecieron en
2014, indicando que su tamarfo era insuficiente para desarrollar flores (Douglas et al.,
2014).

Estos resultados contradicen los obtenidos por Torricelli et al., 2019 en los que
encontraron poblaciones mas precoces (Barisciano de Italia y Torbat Market de Iran) y
mas tardias (Ghaien y Rhan de Irdn) en cuanto a la emergencia de las plantas.
Encontraron ademas, que este caracter esta negativamente relacionado con el nimero

de flores por unidad experimental y por planta.

PrRobuccION DE FLORES

Se ha observado una dinamica de produccion de flores a través de los afios respecto

de los tamafios de cormos iniciales. Si bien en ndmeros absolutos todos los tamafos
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aumentaron la cantidad de flores afio a afio, no se esperaria floracion el afio de plantacion
para cormos iniciales P2. Los cormos P5, florecieron todos los afios alcanzando los valores
méaximos al tercer afio; los de tamafio P8 alcanzaron sus valores maximos al segundo afio
de floracion y en el tercero fueron los menos productivos. Esto hace suponer que en un
cuarto afio los valores maximos de produccion de flores, los alcanzaran los tratamientos con

tamarios iniciales P2.

Los valores medios de produccion de flores totales en el conjunto de los tres afios de
cultivo situd a los cormos de tamafio P8 como los mas productivos segin Poggi y Portela
(2010) y Negbi et al., (1989). Sin embargo esto no fue asi en cada uno de los afios como se
menciond anteriormente. Este fendmeno podria explicarse por la dindmica de multiplicacion
de los cormos; habiendo observado que los cormos de tamafio P8 tuvieron mayor N10 e
ICOPE, estos cormos de renuevo no alcanzaron el tamafio suficiente para florecer, durante

los afios de experimentacion.

Por otra parte, cabe destacar el tratamiento F:P5 que, sin ser el mas productivo,

mantuvo en los tres afios una elevada produccion de flores.

ProbucclON DE CORMOS

La tasa natural de multiplicacion media de la especie es muy baja, alrededor de cuatro
a cinco cormos hijos por cormo inicial, por afio (Agayev et al., 2007); por esta razon la
implantacién del cultivo es onerosa y su expansion es limitada (Ali et al., 2013). Conocer
materiales, 0 genotipos con altas tasas de multiplicacién implicaria un adelanto importante
en el cultivo. En el presente trabajo se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre
los tratamientos evaluados. El tratamiento M:P8 se destacé por sobre los 11 restantes en la
produccién de nimero de cormos. Asimismo, las diferencias entre tratamientos mas notorias
fueron debidas al tamafio de cormo inicial, siendo el tamafio P8 el que mas cormos hijos

produjo y el tamafio P2 el de menor produccion; tal como observaron Douglas et al. (2014).

La superioridad del tratamiento M:P8 se debidé principalmente a la produccion de
cormos pequefios con mas del 70% y la menor produccion de cormos grandes. Si bien, la
produccion de cormos pequefios fue mayoritaria en todos los tratamientos, las proporciones
variaron. Se debe destacar a los tratamientos F:P5 y G:P5 que produjeron altos valores de
cormos grandes y medianos, y bajos valores de cormos pequefios. Se observé también que
los cormos iniciales de tamafio P2 produjeron la menor cantidad de cormos pequefios, pero

la proporcién de cormos grandes fue elevada comparada con los cormos de tamafio P8. La
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produccion de cormos de tamafio mediano estuvo relacionada con los tamafios de cormos

iniciales P5 y el tratamiento M:P2.

CALIDAD DE HEBRAS

El uso medicinal del azafran, como ya se mencion0, es conocido desde su explotacion
comercial. Pero el crecimiento exponencial en la investigacion basica y farmacéutica en la
busqueda de compuestos naturales con propiedades benéficas para las enfermedades

actuales es reciente (Geromichalos et al., 2014).

Los estigmas de azafrdn se componen de sustancias como azlcares, minerales,
grasas, vitaminas y metabolitos secundarios como terpenos, flavonoides, antocianinas y
carotenoides. Entre todos éstos, los carotenoides son los mas importantes ya que son los
responsables del color (crocina), aroma (safranal) y sabor (picrocrocina) de la especia
(Bolhassani et al., 2014). Innumerables investigaciones han comunicado la importancia de
estos tres componentes por sus efectos antihipertensivo, antitusivo, anticonvulsivante,
ansiolitico, antidepresivo, antitumoral y anticancerigeno, entre otros (Abdullaev y Espinosa-
Aguirre, 2004; Bolhassani et al., 2014).

La identificacion de clones con mayor contenido de carotenoides resultaria promisorio
para su seleccioén y satisfacer las demandas de estos remedios naturales. De acuerdo a los
resultados obtenidos en esta investigacion y en concordancia con Cossignani et al., (2014),
estos compuestos tienen una gran influencia del ambiente territorial como de procesamiento
en la manufactura de la especia. En este sentido, D’Archivio et al. (2016) diferenciaron
geograficamente muestras de la especia producidas en diferentes areas de Italia. Postularon
estos compuestos o0 sus perfiles metabolémicos para diferenciar geograficamente la

procedencia de la especia.

La medicion por espectrofotometria, de acuerdo a la norma ISO 3632, requiere el
secado a estufa de las hebras, y luego la extraccion de los compuestos en solucion acuosa.
La volatilidad del safranal, sobre todo, sugiere un control ambiental en la operatividad muy
estricta, lo que podria resultar en variaciones muy importantes (Cagliani et al., 2015). Seria
interesante realizar la medicion por otras técnicas en que no se mida directamente el
compuesto en las hebras, sino que conociendo las rutas moleculares de la sintesis se midan
sus precursores mas estables. En este sentido la Transcriptomica y/o Metaboldmica podrian

ser herramientas a probar.
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VARIABILIDAD A NIVEL MOLECULAR

La busqueda de variabilidad tanto a nivel fenotipico como genético es la base para
todo programa de mejoramiento. Particularmente en el caso de especies que no poseen
reproduccion sexual es necesario observar la diversidad genotipica por la posibilidad de

realizar seleccién clonal.

Los marcadores moleculares son una herramienta que nos asegura la caracterizacion
diferenciada de genotipos independientemente de la influencia ambiental como si puede
suceder con los marcadores morfolégicos. Asimismo, a diferencia de los marcadores
morfolégicos que son limitados en numero, los moleculares superan notoriamente esta
limitante pudiendo obtener marcadores distribuidos por todo el genoma. Diversas técnicas
de marcadores moleculares se han utilizado en este sentido con resultados dispares a pesar
del uso del mismo tipo de marcadores.

Marcadores de tipo RAPD, ISSR, SSR, IRAP, AFLP se probaron en poblaciones de
azafran de diferentes sitios de cultivo con resultados negativos o valores muy bajos de
polimorfismo (Alsayied et al., 2015; Busconi et al., 2015; Grilli-Caiola et al., 2004; Rubio-
Moraga et al., 2009; Torricelli et al., 2019). La eleccién de marcadores AFLP responde a las
ventajas que esta técnica provee al no requerir la secuencia de los fragmentos a amplificar
y su gran distribucién por todo el genoma generando una gran cantidad de fragmentos para
comparar. Los resultados obtenidos en esta tesis, con marcadores AFLP concuerdan con los
de Beiki et al. (2010), Izadpanah et al. (2015), Khansarinejad et al. (2015), Mir et al. (2013),
Namayandeh et al. (2013) y Nemati et al. (2012) quienes utilizando RAPD y SSR encontraron
polimorfismo entre clones de azafran; incluso con los mismos cebadores de SSR probados
anteriormente por Rubio-Moraga et al. (2009) en clones de diferentes sitios de cultivos de
IrAn (Namayandeh et al., 2013).

Ante estos resultados de diversos investigadores a nivel molecular, sumados a los
obtenidos a nivel fenotipico se puede afirmar la existencia de variabilidad genética entre
clones de azafran. Seria de gran importancia continuar con la caracterizacién de genotipos
en las colecciones de germoplasma disponibles para su identificacién y seleccion de aquéllos

con aptitudes destacadas.
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CONCLUSIONES

De los estudios realizados se encontr6 que fue significativa la interaccion entre dos
factores: introducciones (“genotipos”) y el tamafio inicial de los cormos de plantacion,
para la mayoria de los caracteres fenoldgicos y productivos analizados. En base a esto, es
posible caracterizar el material vegetal a través de los aspectos agronémicos evaluados.

Se observé una fuerte influencia del tamafio de cormo de plantacion en la tasa de
multiplicacién vegetativa y en la produccién floral. Este hecho permitié dilucidar una dinamica
de multiplicacién de cormos de gran utilidad para el manejo del cultivo (Figura 18). Para ello
se debe tener en cuenta la cantidad de afios que el cultivo permanecera en el suelo. El
tamafio de cormo inicial P8 comenz6 su floracion el afio de plantacion pero su mayor
produccion de flores se dio en el segundo afio de cultivo. Se multiplicé en gran ndmero de
cormos, con prevalencia de tamafio pequefio, estos Ultimos poseen una floracion erratica y
escasa; por lo que, hacia el tercer afio, fue decayendo la floracion de este tamafio inicial. Los
cormos de tamafio intermedio, P5, tuvieron una multiplicacién en nimero comprendida entre
los cormos producidos por los tamafios P8 y P2 con una distribucion equilibrada entre los
tres tamarfios (grande, mediano y pequefio). El tamafio P2 fue el que menor cantidad de
cormos produjo pero con mayor proporcion de cormos grandes, en comparacion con los otros
tamanfios iniciales. A su vez, los tamafios P2 y P5 fueron aumentando la produccién de flores
a partir del segundo afio de cultivo cuando los cormos plantados de tamafio P8 iban

declinando (Figura 18).

Produccion de flores Produccion de cormos
—
Afo g ™o Injey P2 P5 P8 P2 P5 P8
® cuty 0l L
" | ‘ &
2 - N N
¥ ° "‘“ a.':

Figura 18. Esquema de dinamica de floracion y produccién de cormos de acuerdo al tamafio de cormo
de plantacion en un ciclo de tres afios. Representacion de la curva de floraciéon y dindmica de
multiplicacion de cormos de diferentes tamafios en cada afio de cultivo. Color mas intenso indica
mayor cantidad de flores.
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Entre los caracteres fenoldgicos evaluados se detectaron diferencias entre
tratamientos sélo en el periodo de floracion, destacandose M:P8 en 2015y G:P8 y F:P5 en
2016, tratamientos que, ademas, fueron de los mas productivos en cuanto a niumero de

flores.

La expresion de los principales componentes quimicos en las hebras de azafran
especia (crocina, picrocrocina y safranal), analizados de acuerdo a la norma de calidad ISO
3632 no diferencid introducciones, tamafios de cormos ni tratamientos. Las diferencias entre
estos compuestos sOlo se evidenciaron entre afios de cultivo. Manifestando una gran

influencia ambiental del afio en estos caracteres.

Se observaron diferencias a nivel molecular; a través del andlisis de agrupamientos
se obtuvieron cinco grupos de las ocho procedencias evaluadas. Entre ellas cabe destacar
que F-FCA, G-FCA, R-FCA y CBAA se agruparon juntas, lo que deja en evidencia el
intercambio de materiales entre estos sitios de cultivo. Sin embargo, la mayor variabilidad
fue explicada por las diferencias entre clones; que se agruparon en 12 clases. Entre estas
clases, ocho estuvieron conformadas por clones Unicos. Dentro de la localidad FCA los
clones no mantuvieron el agrupamiento inicial de acuerdo a sus procedencias, destacandose

la variabilidad interna.

Estos resultados confirmaron la existencia de variabilidad genética en el
germoplasma de azafran. Con esta informacion y la caracterizacion agronémica realizada
permite un nuevo enfoque en el manejo del cultivo y la identificacién de clones con distintas

aptitudes para los objetivos de un programa de seleccion.
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ANEXO

MODELOS ESTADISTICOS UTILIZADOS
-INICIO Y FIN DE FLORACION
Y ~ POI ()
Yig =+ 17 + v +B 1y + €

i=1,...,4:=1,..3 k=1,...,3

Donde:

K: media general; 7;: efecto de la “i-ésima” introduccion; yj: efecto del “j-ésimo” tamanio inicial
de cormo; Bk: efecto del “k-ésimo” bloque; tyj: interaccion entre la “i-ésima” introduccion de
la parcela principal y el “j-ésimo” tamano y €ji: error experimental

-PERIODO DE FLORACION
Y ~ POI ()
Yig = 0+ 7 + v +Bc vy + a +e
=1, 4=1,..3k=1,.3
Donde:

W: media general; t;: efecto de la “i-ésima” introduccion; yj: efecto del “j-ésimo” tamafio inicial
de cormo; Bk: efecto del “k-ésimo” bloque; tyj: interaccién entre la “i-ésima” introduccion de
la parcela principal y el “j-ésimo” tamano; a: efecto aleatorio de la fecha de floracion y €i:
error experimental

-NUMERO DE FLORES PRODUCIDAS
Y ~ POI ()
Yig =+ 1 +y +Bc vy + a+eji

i=1,...4;=1,...3; k=1,...,3
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Donde:

M: media general; t;: efecto de la “i-ésima” introduccion; y;: efecto del “j-ésimo” tamario de
cormo inicial; Bk: efecto del “k-ésimo” bloque; tyj: interaccion entre la “i-ésima” introduccion
de la parcela principal y el “j-ésimo” tamafo; a: efecto aleatorio de la fecha de floracion y €i:

error experimental

-LONGITUD DE ESTIGMAS
Y ~N (1 9)
Yiik =+ 717+ v +Bc 1y + €k
i=1,..4=1,.3k=1,.3

Donde:

H: media general; 7;: efecto de la “i-ésima” introduccion; y;. efecto del “j-ésimo” tamafio inicial
de cormo; Bk: efecto del “k-ésimo” bloque; tyj: interaccidn entre la “i-ésima” introduccion de
la parcela principal y el “j-ésimo” tamano; y &ix: error experimental

-NUMERO DE CORMOS PRODUCIDOS Y PESO DE CORMOS PRODUCIDOS

Y ~ POI (p)

Yijg = 1+ 7 + ¥ + B+ v +€ijic
i=1,....4;j=1,....,3; k=1,...,3

Donde:
K media general; t;: efecto de la “i-ésima” introduccién; yj: efecto del “j-ésimo” tamano inicial
de cormo; Bi: efecto del “k-ésimo” bloque; tyi: interaccion entre la “i-ésima” introduccion de

la parcela principal y el “j-ésimo” tamano y €ji: error experimental.

-INDICES DE NUMERO DE CORMOS PRODUCIDOS Y PESO DE CORMOS PRODUCIDOS
Y ~ BIN (n,p)

Yijg = 0+ 7 + v + B+ v +€iji

i=1,...4;1=1,...,3; k=1,...,3
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Donde:
K media general; 1;: efecto de la “i-ésima” introduccion; yj: efecto del “j-ésimo” tamafio de
cormo inicial; Bk: efecto del “k-ésimo” bloque; tyj: interaccion entre la “i-ésima” introduccion

de la parcela principal y el “j-ésimo” tamafo y €i: error experimental

-CALIDAD DE HEBRAS
Y ~N(u¢)
Yig =0+ 7 + B + 1B+ Vi + ik + Eiji
i=1,...4;j=1,...,3; k=12
Donde:
H: media general; t;: efecto de la “i-ésima” introduccion; B;. efecto del “j-ésimo” bloque; 7fi;:
interaccion entre la “i-ésima” introduccion de la parcela principal y el “j-ésimo” bloque; Vi:

efecto del “k-ésimo” afio; ry;: interaccion entre la “i-ésima” introduccién y el “k-ésimo” afio y
&ik: error experimental
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