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Densidad de plantulas en poblaciones de Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H. Bailey en
Paraguay. Se presentan los resultados parciales de la tesis “Factores ambientales que determinan
los patrones poblacionales de Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H. Bailey (Jata’i) en la Regién
Oriental del Paraguay”, referentes a la densidad de plantulas hallada en el estudio, los factores
ambientales que la determinan y la capacidad autoregenerativa de la poblacion. Para el conteo de
los individuos se establecieron 14 parcelas de 10 x 100 m, en siete Departamentos de la Region
Oriental del pais, y dentro de ellas se demarcaron 280 sub-parcelas de regeneracion de 0,25 x 4
m para el conteo de plantulas. Se registraron variables de manejo, clima y suelo. Los andlisis
estadisticos se realizaron en “Biodiversity R”. Se exploraron los datos mediante una matriz de auto-
correlaciones, utilizando el coeficiente de Pearson. Se pre-seleccionaron aquellas variables
predictoras con un coeficiente < 0,6 entre ellas; y una correlacién = 0,3 con relacion a la variable
respuesta. De estas se seleccionaron todas aquellas que, mediante una regresion simple, o
graficos de dispersion, mostraron una fuerte correlacion con la variable respuesta o que, con
correlacion débil, tuvieran significancia biolégica conocida. Fueron utilizados Modelos Generales
Linearizados (binomiales negativos) para evaluar la influencia de las variables en las densidades.
La densidad promedio de plantulas en 20 m?fue de 6 individuos. La poblacion de B. paraguayensis
resultdé ser auto-regenerativa. La variabilidad de la densidad en las parcelas dependi6 de
variaciones en las concentraciones de P, Fe, pH, materia organica y porcentaje de arena, que
explicaron en un 95% la diferencia de densidades de plantulas en los sitios muestreados (Devianza
explicada). En las pruebas de regresion simple la cobertura vegetal, uso del suelo y ultimo afio de
guema, tuvieron influencia, pero en el modelo no resultaron ser estadisticamente significativos.
Estos factores deberan ser mejor estudiados. Ninguna variable meteorologica presento influencia
significativa sobre la densidad de plantulas.

Palabras clave: Butia paraguayensis, Jata'i, modelos generales linearizados, patrones
poblacionales

Seedling density in populations of Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H. Bailey in
Paraguay. Partial results of the thesis "Environmental factors that determine the population
patterns of Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) LH Bailey (Jata'i) in the Eastern Region of Paraguay",
referring to the environmental factors that influence the density of seedlings found therein, are
presented in this publication. For this, 14 plots of 10 x 100 m were established in seven Departments
of the Eastern Region of the country, and within them 280 regeneration sub-plots 0,25 x 4 m were
demarcated for seedling count. Management, climate and soil variables were recorded. Statistical
analyses were performed in "Biodiversity R". Data were explored by means of a self-correlation
matrix using the Pearson coefficient. Independent variables with a Pearson coefficient <0,6
between each other and a correlation = 0,3 in relation to the dependent variables were pre-selected.
From these, the ones that, showed a strong correlation with the dependent variable through simple
regression were selected. General Linearized Models (negative binomials) were used to assess
the influence of the variables on densities. The average seedling density in 20 m? was 6 individuals.
The B. paraguayensis population was found to be self-regenerating. The variability of the density,in
the plots depended on variations in the concentrations of P, Fe, pH, organic matter and percentage
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of sand, which accounted for 95% of the difference in seedling densities at the sampled sites
(Expanded deviance). In the simple regression tests, the vegetation cover, land use and last year
of burning had influence, but in the model they were not statistically significant. These factors should
be better studied. No meteorological variable had a significant influence on seedling density.

Key words: Butia paraguayensis, Jata’i, General Linearized Models, population patterns

INTRODUCCION

Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H.
Bailey es una palmera de porte mediano
gue puede llegar a la edad adulta
permaneciendo mucho tiempo acaule, o
bien desarrollar un tronco de altura
méaxima muy variable y discutida de 2 a
10m (Deble et al., 2011; Soares, 2015;
Lorentzi et al., 2010; Hahn, 1990; Gatti,
1985). Crece de manera aislada o también
forma poblaciones m&s o menos densas,
agrupadas, integrando comunidades vege-
tales caracterizadas por su presencia, deno-
minadas “Jataity”. Jata’i es la denomina-
cion guarani de la especie en la region
centro y sur de la Region Oriental de Para-
guay y “Jata’ity” es el “lugar donde crece
el Jata’i.

Butia paraguayensis esta ampliamente
distribuida en la Region Oriental de Para-
guay (de aqui en adelante ROP) (Gauto et
al., 2011). Sus poblaciones aparecen en
parches de Cerrado entremezclados con el
bosque atlantico del Alto Parana y con el
Chaco himedo (Basualdo & Soria, 2002;
Mereles, 2007; Spichiger et al., 1995) tam-
bién crece en campos limpios altos y en
bancos de arena depositados por el rio Pa-
rana en los esteros del Neembucu. Estos
parches son de extension variable, desde
menos de una hectarea en la Reserva Priva-
da Yacyret, (datos proveidos por estudios
inéditos de la Secretaria del Ambiente -
SEAM) a unos miles de hectéreas en el De-
partamento de Neembucu (Villalba Palacio
& Galeano, 2007). En Neembucu la espe-
cie forma poblaciones extensas en campos

ganaderos gue se expanden de este a oeste,
caracterizados por paleo-sedimentos mas
recientes del rio Paran, con probable edad
Holoceno (Gomez Duarte, s. f.) desde el
pueblo de Villalbin hasta el pueblo de
General Diaz.

Conforme a la propuesta de ecorre-
giones de la Secretaria del Ambiente
(SEAM, 2013), en este estudio se han en-
contrado poblaciones en las ecorregiones
de Selva Central (parcelas P01 a la PQ7),
Amambay (P08), Aquidaban (P09, P10) y
Neembuct (P11 a la P14). En tanto que, de
acuerdo a la evaluacion de ecorregiones
propuesto por la WWF basado en Olson et
al. (2001), las ubicaciones de las poblacio-
nes se corresponderian a las ecorregiones
Bosque Atlantico Alto Paranaense-
BAAPA (P01-P08), Cerrado (P09), Chaco
Humedo (P10, P14), Pastizales de la
Mesopotamia (P11-P13).

Aunque las condiciones ambientales de
las reas de ocurrencia de esta especie
aparentan cierta homogeneidad, las densi-
dades de individuos en las poblaciones di-
fieren mucho entre si. Se ha observado
también que B. paraguayensis es una espe-
cie que sufre la presion de incendios en
épocas de sequia, del ramoneo y pisoteo
del ganado, debido a que su hébitat natural
es aprovechado por la ganaderia, una de las
principales actividades econémicas de la
ROP ocupando un total de 13 millones de
hectareas de praderas naturales (SEAM,
2016). La especie también podria ser
objeto de la extraccion de partes o de la
planta entera (SEAM, 2015).
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Ante estos antecedentes, se planted la
hipétesis de que los factores ambientales
inducidos como presencia/ausencia de fue-
go, presencia/ausencia de ramoneo por el
ganado, utilizacién/extraccion de indivi-
duos, asi como factores abioticos tales co-
mo clima, caracteristicas del suelo (textura,
pH y fertilidad) afectan la densidad, estruc-
tura poblacional, capacidad regenerativa y
el tamafio de los individuos de B. paragua-
yensis.

Esta publicacion tiene el fin de pre-
sentar los resultados referentes a los fac-
tores ambientales que tienen mayor in-
fluencia en la capacidad regenerativa de las
poblaciones, representada por la densidad
de plantulas de cada sitio, en este caso. Pa-
ra ello, fueron tomados como referencia los
estudios realizados en palmeras con mayo-
res similitudes morfoldgicas (con juveniles
y adultos reproductivos con troncos subte-
rraneos). o relacion de parentesco. Se con-
sultaron lo trabajos que han investigado la
estructura poblacional de palmeras como

Attalea princeps Mart. (Hordijk et al.,
2018), Butia yatay (Mart.) Becc. (Lunazzi,
2009), Attalea humilis Mart. ex Spreng.
(Souza & Martins, 2004; Souza et al.,
2000, 2002), Butia odorata (Barb. Rodr.)
Noblick (Rivas & Barilani, 2004), Thomp-
son et al. (2009) en Parajubaea torallyi,
(Mart.) Burret entre otros.

Descripcién de las plantulas

Las plantulas de B. paraguayensis pre-
sentan un pequefio tallo subterraneo rodea-
do de manera imbricada por las vainas de
sus hojas, pocas raices adventicias y de 2 a
3 hojas contemporaneas enteras, de 0,10 a
1,10 m de largo y 0,5 a 1,5 cm de ancho,
con nervaduras paralelas muy marcadas
(Figura 1). Las plantulas pueden alcanzar
una altura de hasta 50 cm en los ejem-
plares con hojas mas largas.

Area de estudio
El area de distribucion natural de B.
paraguayensis en Paraguay abarca geopo-

}\ .""1 . o \ f LN

7 |

Figura 1. Plantulas de B. paraguayensis en las parcelas de muestreo. Departamento de Caaguazl. Ay

B: parcela P03; C: parcela P04.
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liticamente todos los Departamentos de la
ROP, excepto el de Caazapa. La extension
de presencia (EOQ) para la especie es de
94.646 km? y el 4rea de ocupacion (AOO)
es de 68.589 km?, de acuerdo a un mapa de
distribucion de la especie, basado en coor-
denadas de colecta de ejemplares identi-
ficados taxondmicamente por especialistas
confiables (Gauto et al., 2011)

La ROP representa el 39 % del territorio
del pais y abarca una extensién de 159.827
km2. Presenta un caracteristico relieve de
onduladas colinas, que alcanzan elevacio-
nes que varian entre 50 y 850 m.s.n.m
(Hanratty & Meditz, 1990).

Caracterizan también a esta region las
dos grandes cuencas hidrograficas, las del
rio Paraguay y Parana que bafian con sus
numerosos afluentes toda la superficie, por
lo tanto, sus tierras son aptas para la acti-
vidad agricola — ganadera (Quevedo,
2007).

MATERIALES Y METODOS

Definicidn de sitios de muestreo

La preseleccion de sitios de muestreo
tuvo lugar a partir de colectas botanicas
georreferenciadas y publicadas en bases de
datos botanicas (Tropicos, 2016; Catalogo
de plantas vasculares de flora del cono sur,
2016; Catalogue des herbiers de Geneéve -
CHG, 2016; Flora do Brasil, 2020, en cons-
truccion; GBIF, 2016).

Otros criterios que se tuvieron en cuen-
ta fueron: accesibilidad, conocimiento pre-
vio de la localidad (a través de consultas
con expertos) y proporcion de parcelas a
ser muestreadas entre las zonas norte (Con-
cepcion, San Pedro y Amambay), centro
(Canindeyl y Caaguazl) y sur (Misiones y
Neembuct) del pais. Esta zonificacion se
realizd a los efectos de padronizar las
actividades de manejo como el ramoneo, la

Tabla 1. Localizacion de las poblaciones muestreadas de Butia paraguayensis en la Regién Oriental del
Paraguay. Se indica el nimero de parcela (PN°), Sitio (nombre de parcela segun ciudad, comunidad, barrio,

asentamiento, etc.), Localidad (Distrito o Municipio), Dpto. (Departamento), latitud, longitud y altitud.

Altitud
PN° Sitio Localidad Dpto. Latitud Longitud msnm
P01  Fraccion de “Atalaya Caaguaz( Caaguazl 25°28°2,74” S 55°57°34,75” 320
de Inmuebles” W
P02  Guyraigua Yha Caaguazl 25°17°07” S 55°58°49,9” W 313
P03  Vaqueria Vaqueria Caaguazl 24°59°34,3” S 55°48°54,1” W 315
P04  Zapatini Cué Vaqueria Caaguazl 25°01°58,7”S  55°50°0,3” W 307
P05  Aguara Nu (RNBM) Villa Ygatimi  Canindeyl  24°09°57,6”S  55°15°58,1” W 251
P06  Asent. Indig. “Tuna Jasy Cafly Canindeyu 24°31°27,2” S 55°58°58” W 183
Poty”
P07  Col. Nifio Martir Gral. Resquin  San Pedro 23°5925,9”S  56°30°37,4” W 130
P08 PNCC P. Juan  Amambay  22°39°50” S 55°59°17,1” W 285
Caballero
P09 E.G. Kumaré San Alfredo Concepcidon  22°54°24,3” S 57°23°58,2” W 159
P10 E. G. Poror6 Caminoa San Pedro San Pedro 24°29°37,5” S 57°14°22,1”' W 86
Pto. Ybapovo
P11  Potrero San Antonio Santa Maria Misiones 26°51°352” S 56°54°12,5 W 171
P12  R.Privada Yacyreta Ayolas Misiones 27°27°24,2” S 56°48°10,2” W 70
P13 Nicleo 2 Parque Ayolas Misiones 27°23°27,6” S  56°51°16,7” W 84
Urbano
P14  Compafiia Loma Gral. Diaz Neembuci  27°10°36,4”S 58°21°13,5” W 57
Guazu
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guemayy la extraccion que en cada zona pu-
dieran ser registradas.

Factores como tiempo invertido en el
viaje y costos de traslado, asi como la con-
firmacién de la presencia de poblaciones
redefinieron, finalmente, los sitios de
muestreo de las poblaciones de B. para-
guayensis. (Tabla 1).

Disefio de muestreo

El muestreo fue de tipo conglomerado
simple. Se seleccionaron 14 sitios en la
ROP (Figura 2). Las camparfias de colecta
de datos se realizaron en julio y setiembre
de 2016. En cada lugar seleccionado se
establecié una parcela temporal de 10 X
100 m en la que se establecieron a su vez
20 subparcelas de 4 x 0,25 m (Figura 3),
siendo un total 280 subparcelas las que se
han estudiado para el inventario de plantu-
las, tomando el primer punto de cada sub-
parcela de manera aleatoria. La forma de
las parcelas y subparcelas fue rectangular
con el objeto de incrementar la eficiencia
del muestreo debido a la distribucion

generalmente agregada de B. paragua-
yensis (Elzinga et al., 2001).

Una vez delimitada la parcela, se sefia-
laron en ella las 20 sub-parcelas de manera
aleatoria (Figura 3). Se confecciond una
planilla con 14 juegos de 20 puntos dados
por coordenadas de numeros aleatorios, del
1 a 1000 para la coordenada x (largo de
parcela), y del 1 al 100 para la coordenada
y (ancho de parcela).

Fueron contabilizadas como plantulas
aquellos individuos con 2 a 3 hojas enteras
vivasde 0,10a1,10mdelargoy0,5a 1,5
cm de ancho (Figura 1).

Registro de datos.
Morfologia

Para la evaluacion de plantulas por
parcela se contabiliz6 la cantidad total de
plantulas encontradas en las 20 subpar-
celas. Se contabiliz6 el numero de hojas
enteras (Nhe) y se anotaron largo y ancho
de las hojas (Figura 4). Individuos juveni-
les y adultos fueron también caracte-
rizados, clasificados y contabilizados, y las

Tabla 2. Densidades absolutas (DPL) en 20 m?, en 0,1 Ha, y porcentuales de plantulas, y
densidades absolutas de juveniles (DJ) y adultos (DA) por parcela en la Region Oriental de

Paraguay
PN° DPL/20m? DPL/0,1 Ha %PI DJ DA
PO1 6,00 300,00 90,63 9,00 22,00
P02 0,00 0,00 0 0,00 20,00
P03 11,00 550,00 97,35 0,00 15,00
P04 3,00 150,00 72,12 26,00 32,00
P05 0,00 0,00 0 32.00 40,00
P06 0,00 0,00 0 7,00 35.00
PO7 1,00 50,00 54,35 1,00 41,00
P08 1,00 50,00 23,15 NA 166,00
P09 0,00 0,00 0 137,00 262,00
P10 3,00 150,00 63,03 38,00 50,00
P11 3,00 50,00 53,76 25,00 18,00
P12 6,00 300,00 67,42 5,00 140,00
P13 32,00 1600,00 95,35 7,00 71,00
P14 12.00 600,00 61,92 227,00 142,00
5,57 271,43 48,50 39,54 75,29




Steviana Vol. 11 (2), 2019

worw
1

DOV

MUV

F0rs-

p=20US
arove NEEMBUCU. -
woow wvow oW . e 5 T

‘ Puntos de Parcelas de estudio
|PARCELA|LOCALIDAD T
|po1 CAAGUAZU -
|po2 YHO ~
|Po3 VAQUERIA 2
|Poa VAQUERIA
|Pos VILLA YGATIMI
|poe JASY CARY
|Po7 GRAL. RESQUIN s
|pos PEDRO JUAN CABALLERO
|pos |SAN ALFREDO ~
|10 BELEN
P11 SANTA MARIA
P12 AYOLAS y
Ins AYOLAS REGION ORIENTAL PARAGUAY k ,
P14 GRAL. DIAZ PARAGUAY SUDAMERICA

Figura 2: Mapa de distribucion de las poblaciones muestreadas de Butia paraguayensis en la Region
Oriental del Paraguay
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densidades de todas las clases etarias por
parcela se agregaron a la tabla de densi-
dades poblacionales (Tabla 2) para poder
graficar la curva de supervivencia de cada
subpoblacion, expresada por parcela (Figu-
ra 6) y para la poblacién de la Region
Oriental de Paraguay (Figura 7).

La densidad poblacional de plantulas de
cada parcela se calculé sumando el nimero
de plantulas contabilizadas en las 20 sub-
parcelas distribuidas en 0,1 Ha (Tabla 2)

Datos de manejo

Estos datos se registraron a campo por
observacion simple, en una planilla de
campo (Figura 4). Se realizaron ademas
encuestas semidirigidas a guardaparques,
pobladores, capataces o encargados de la
propiedad con las siguientes preguntas: fe-
cha aproximada de la Gltima quema vy fre-

cuencia de incendios; extraccion de plan-
tulas y utilizacion de la especie en la zona.
Estos y otros datos, como caracteristicas
particulares de cada sitio de muestreo,
coordenadas, vias de acceso, estado del
tiempo, paisaje, uso del suelo, etc. se ano-
taron en el cuadernillo de campo.

Quema: INQ (indicio de quema), ultima
quema (UQ), e intensidad de quema (1Q)
en la parcela.

La quema fue registrada y evaluada de
tres maneras. Rastros de quema se registra-
ron como una variable binaria: indicio de
quema (INQ/SI/NO) para cada individuo
(Figura 4). Este dato se expresé luego en
cantidades absolutas y relativas por parce-
la. Se registrd el afio de la ultima quema,
como Ultima quema (UQ) para cada parce-
la. En gabinete la UQ se registr6 en dos

Tabla 3. Factores ambientales en relacion a las densidades de plantulas. PL/20m?, densidad en 20 m?, %PlI.,
densidad relativa, %INQ, porcentaje de plantulas quemadas, UQ, Gltima quema en la parcela en niveles: intermedio
(QI), reciente (QR) y lejana (QL); %INR, porcentaje de plantulas ramoneadas; %INEX, extraccion de partes en
cualquier edad etaria, en este caso, de hojas de adultos; cobertura de suelo, COB_S en tres niveles: leve (L), media
(M) y fuerte (F) traducido a porcentaje de cobertura (%COB_S) y uso (USO/U_R_S: urbano, rural, silvestre) para
B. paraguayensis por sitios en la Region Oriental de Paraguay.

PN° PL/20m?2 %Pl 9%INQ UQ UQAfo %INR %INEX COB %COB USO %USO
s s
POI 6,00 9063 000 QI 2015 100,00 0,00 L 50 U 100
P02 0,00 0 000 QI 2014 000 0,00 F 100 R 75
PO3 11,00 9735 900 QR 2016 909 0,00 M 75 u 100
PO4 3,00 7212 6667 QR 2016 100,00 0,00 F 100 R 75
PO5 0,00 0 000 QI 2014 000 000 F 100 s 50
PO6 0,00 0 000 QR 2016 000 4762 M 75 R 75
PO7 1,00 5435 10000 QR 2016 000 10000 F 100 R 75
PO8 1,00 2315 000 QL 2007 000 0,00 M 75 s 50
P09 0,00 0 000 QL NA 0,00 0,00 F 100 R 75
P10 3,00 6303 000 QI 2014 000 0,00 L 50 R 75
P11 3,00 5376 000 QL NA 000 0,00 M 75 R 75
P12 6,00 67,42 000 QL 2009 4494 0,00 M 75 s 50
P13 32,00 9535 000 QI 2014 313 0,00 L 50 U 100
P14 12,00 6192 000 QR 2016 000 0,00 M 75 R 75
48,50 1837
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columnas: en la columna UQ_Afio se re-
gistraron los afios, cuando se tuvo info-
rmacion de la encuesta; estos afos fueron
traducidos como una variable categdrica de
tres niveles: quema lejana (UQ_QL) afios
2007 y 2009, quema intermedia (UQ_QI),
afios 2014 y 2015; y quema reciente (UQ_-
QR), afio 2016. Se graficaron estos resul-
tados en las Figuras 8 y 9.

La intensidad de quema (IQ) se calcul6
para cada parcela a partir de los datos de
INQ provenientes de juveniles y adultos
para los que se registr6 como una variable
categérica de tres niveles: F (fuerte), M
(media), L (leve). Todos los datos referen-
tes a quemas se aprecian en la Tabla 3.

Ramoneo, utilizacién / extracciéon de
plantulas.

El indicio de ramoneo y la utiliza-
cién/extraccion de individuos se registra-
ron por individuo, como variables binarias:
INR/SI/NO, INEXT/SI/NO. Los datos de
ramoneo se asentaron en la Tabla 3.

La cobertura del suelo

La cobertura del suelo fue introducida
al disefio de muestreo a posteriori. En los
sitios muestreados, el suelo siempre estuvo
cubierto de vegetacion herbécea, confor-
mada por gramineas, hierbas graminoides
y sufratices, ademas de la graminea forra-
jera implantada del género Brachiaria

(Trin.) Griseb., preferentemente en los si-
tios de uso rural.

Esta Gltima caracteristica indujo a con-
siderar la cobertura como un posible factor
limitante para el desarrollo de las plantulas,
por tanto, se consideraron tres aspectos pa-
ra la clasificacion de sitios de acuerdo a su
cobertura vegetal: origen (natural o exati-
co/implantado); cobertura horizontal y la
altura. Estos datos fueron estimados, pues
no se realizaron mediciones.

La altura del estrato varié entre 0,30 a
1,20 m y el origen, nativo, exdtico o una
mezcla de ambos.

Estas variables se resumieron en un fac-
tor categérico de 3 niveles (Figura 4). Se
determiné como cobertura leve (CL) de los
suelos cuando éstos presentaron cubierta
parcial de vegetacién herbacea nativa de
gramineas y sufritices hasta 40 cm de altu-
ra. Se determind como cobertura media
(CM), de los suelos, cuando éstos se halla-
ron parcialmente cubiertos de vegetacion
herbacea nativa de gramineas y sufrutices
hasta 80 cm de altura. Se determiné como
cobertura fuerte (CF) de los suelos, cuando
éstos presentaron cubierta total con césped
exotico o, de pastos naturales y sufrdtices
de hasta 1,20 de altura. A estos niveles se
le asignaron valores de porcentajes de 50,
75 y 100%, respectivamente, para poder
graficarlos y correlacionarlos con la abun-
dancia de plantulas (Figura 10). Para in-

10m
100 m
——— ——
20 Sub-parcelas ==
. — 4 x0.25m=1m?

Figura 3: Disefio de parcelas y subparcelas de regeneracion (mostradas en un trozo de la parcela).
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cluir los datos de cobertura al modelo de
regresion se introdujeron simplemente los
identificadores de niveles. Los datos refe-
rentes a la cobertura de suelo se asentaron
en la Tabla 3 y se graficaron en la Figura
10.

El uso del suelo

El uso del suelo fue introducido al
disefio de muestreo a posteriori, como un
factor categérico de 3 niveles: (S) para
silvestre, (R) para rural y (U) para urbano
(Figura 4).

Se consideraron de uso silvestre los
parques nacionales u otras unidades de
conservacion, de acuerdo a su zonifica-
cién. Todos los puntos de muestreo en este
tipo de uso de suelo se realizaron en zonas
de conservacion estricta de las unidades, a
saber: parcela P05, Reserva de Bosque
Natural Mbaracayu (RNBM); parcela P08;
el Parque Nacional Cerro Cora (PNCC); y
parcela P12, la Reserva Privada Isla Yacy-
reta.

De uso rural se consideraron todos los
establecimientos ganaderos y campos co-
munales. Fueron considerados todos los
sitios alejados de concentraciones huma-
nas, con presencia de ganado, permanente
u ocasionalmente, como P02, P04, P06,
P07, P09, P10, P11, P14.

Lugares de uso urbano se designaron
aquellos que estaban expuestos a concen-
traciones humanas, el paso de personas,
vehiculos, lalimpieza de la cobertura vege-
tal herbacea con maquinaria o ganado,
disposicion de basura. Tales sitios estuvie-
ron representados por la P01 (urbanizacién
a siete km del centro de la ciudad de
Caaguazu), la PO3 (predio de instalacion de
antenas de comunicacion, en la ciudad de
Vaqueria); y la P13 (Parque Urbano del
Nucleo 2, en la ciudad de Ayolas). Los
datos de uso estan representados en la
Tabla 3.

Del mismo modo que se procedi6 con
los datos de cobertura, a los niveles del
factor uso se le asignaron valores de
porcentajes de 50, 75 y 100%, respecti-
vamente, para poder correlacionarlos con
la abundancia de plantulas (Figura 11).
Para incluir los datos de uso al modelo de
regresion se introdujeron simplemente los
identificadores de niveles.

Registro de variables del suelo: materia
organica, fertilidad, acidez, textura

En cada sitio se tomaron muestras de
suelo conforme al protocolo propuesto por
los laboratorios del Area de Suelos y Orde-
namiento Territorial de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Na-

PARCELAN?: . .ococs USOS/R/U COB F/M/L INEXSI/NO UQ................

N° Sp NI

At (m) Nhe

INQ SI/NO INR SI/NO

Figura 4. Planilla de campo para subparcelas de regeneracién. Densidad y manejo. Encabezado: Datos de
la parcela: USO, uso del suelo: S silvestre, R rural, U urbano; COB, cobertura del suelo: F fuerte, M medio,
L leve; INEX, indicio de extraccion (SI/NO); UQ, afio de ultima quema. Grilla: N° Sp: nimero de
subparcela, N° I.: nimero de individuo, At (m): altura total de la plantula en metros, Nhe: nimero de hojas
enteras INQ: indicios de quema (SI/NO), INR: indicio de ramoneo (SI/NO).
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Tabla 4. Influencia de factores edaficos en la densidad de plantulas por sitios en la Regién Oriental de
Paraguay. N.° P, nimero de parcela; P1/20m?, densidad de plantulas; pH, acidez del suelo; MO, materia
organica; Ca*?, Calcio; Mg*?, Magnesio; K*, Potasio; Na* Sodio; Al*3H*, acidez intercambiable; Cu,
Cobre; Zn, Zinc; Fe, Hierro; Mn, Manganeso; Aren, porcentaje de arena. Las cifras de la tltima fila indican

valores promedios de las concentraciones.

N°P  PI/20m*> Ph MO P Ca? Mg? K' NA* AI®H* Cu Zn Fe Mn  Aren
P01 6,00 570 043 1,71 0,19 0,12 0,07 0,00 0,00 0,24 0,24 22,63 8,31 92,00
P02 0,00 6,00 1,33 3,33 0,38 0,48 011 0,00 0,00 1,96 0,92 58,60 38,94 90,00
P03 11,00 6,00 1,36 4,34 153 062 015 0,00 0,00 0,49 1,39 [34,30 83,45 86,00
P04 3,00 570 1,46 3,23 057 039 015 0,00 0,00 0,49 1,15 54,31 37,09 88,00
P05 0,00 6,20 0,72 2,42 0,77 062 011 0,00 0,00 0,25 0,23 61,45 17,62 90,00
P06 0,00 560 094 161 019 0,16 0,09 0,00 0,00 0,25 1,85 50,02 78,82 90,00
P07 1,00 500 047 3,06 0,18 0,05 0,04 0,00 0,63 047 0,24 56,57 5,33 89,00
P08 1,00 470 1,11 0,77 0,64 0,27 0,04 0,00 1,25 0,47 0,47 5519 36,40 83,00
P09 0,00 5,80 0,63 1,86 0,82 0,32 0,09 0,00 0,00 09 0,47 5519 37,29 81,00
P10 3,00 4,70 0,69 1,64 037 0,09 0,04 000 1,25 047 047 56,57 1509 89,00
P11 3,00 510 0,97 1,43 0,9 0,9 0,09 001 063 1,9 046 24,30 31,53 81,00
P12 6,00 570 0558 2,15 0,18 0,12 0,04 0,00 0,00 0,49 1,39 1358 15,76 89,00
P13 32,00 580 065 501 0,18 0,16 0,04 0,01 0,00 0,49 1,39 [17,15 24,11 |89,00
P14 12,00 5,80 0,32 4,02 0,18 0,18 0,04 0,01 0,00 0,25 0,23 [12,86 14,84 [91,00

5,57 556 0,83 2,61 40,91 87,71

cional de Asuncion (ASOT/FCA-UNA)
(Rodriguez & Rodriguez, 2002).

Las determinaciones quimicas fueron
realizadas en el laboratorio del Area de
Suelos y Ordenamiento Territorial de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Uni-
versidad Nacional de Asuncion (ASOT
/[FCA/UNA) conforme Rodriguez & Ro-
driguez (2002), en la que se provee la tabla
de interpretacion (Figura 5) con los valores
de referencia convencionales de acidez
(pH), materia organica (MO) y macro y
micronutrientes del suelo. Los resultados
de las mediciones se presentan en la Tabla
4. La determinacion de la textura se realizo
por el método de Bouyoucos (Medina et
al., 2007).

El protocolo no incluye la determina-
cién de contenido de N debido a los altos
costes, por lo que para este trabajo no se ha
considerado esta variable.

Registro de variables meteorologicas

También fueron compilados datos me-
teorologicos de un servidor meteoroldgico
mundial vinculado al programa libre y
gratuito Google Earth (Harris et al., 2014),
donde se accedi6 a bases de datos por cua-
driculas de 0, 5°, para Precipitacion media
mensual y para Temperaturas medias men-
suales, en el intervalo comprendido entre
1901 a 2015.
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me/ke cmol /ke ppm
NIVEL pH MO P Ca? Mg*? K- Na~ Al+H" Cu Zn Fe Mn
MUY BAJO <5.5 Acido <0.1 <0.6 <25 <0.8
BAJO 55-64LAc <12 <12 <251 <04 <0.12 <15 <04 ]0.1-02 06-08 25-45 08-12
MEDIO 65-74Neu 13-28 13-30 251-6,0 041-08]0,13-0,17 1,51-3,0 0,41-0,9 08-12 45-80 12-16
ALTO >7.4 Alealin_>29 >30 >6.0 >0.8 >0.17 >30 >09 >02 >12 >8.0 >1.6

Figura 5. Valores estandar de referencia para los componentes de acidez, materia organica y nutrientes del
suelo. pH (Lac: levemente acido, Neu: neutro, Alcalin: alcalino); materia organica (MO); macronutrientes,
Fosforo (P), Calcio (Ca*?), Magnesio (Mg*?), Potasio (K*), Sodio (Na*), acidez intercambiable (AI*3H*);
micronutrientes, Cobre (Cu), Zinc (Zn), Hierro (Fe), manganeso (Mn).

A partir de estos datos se calcularon la
precipitacién mensual media, las minimas
y las maximas (XPrM, XPrM_min,
XPrM_maéx respectivamente); la precipi-
tacion anual, las minimas y las méaximas
(XPRA, XPRAMIin, XPRAmMAx); las tem-
peraturas medias anuales, las medias
minimas y las medias méaximas (XTP°A,
XT°min, XT°méx).

Por ltimo, se calculé la Evapotranspi-
racion Potencial segun el modelo de Har-
greaves & Samani (H-S) (Samani, 2000).
Los datos de evapotranspiraciéon (ETP) y
de la precipitacion se relacionaron en el co-
ciente P/ETP que representa el indice de
aridez, la cual esta clasificada de la si-
guiente manera (Gomez & Monterroso,
2012).

Relacion P/ETP Categorias del indice
de Aridez

0,00 — 0,20 Aridos

0,21 - 0,50 Semiaridos

0,51 — 0,65 Subhimedos secos

> 0,65 Subhimedos humedos y

himedos

Un resumen de los datos registrados se
presenta en la Tabla 5.

Andlisis de datos

Para todos los analisis de datos se
utilizé el programa estadistico “R” (Fox,
2005), herramienta gratuita y de libre
acceso al publico, a través la plataforma

web del “Proyecto R” (http://www.r-
project.org). Se utiliz6 el paquete ‘vegan’ a
través de la interfaz visual GUI de
BiodiversityR (Kindt & Coe, 2005).

Exploracién de los datos: Matrices de
auto-correlacion

Todos los datos ambientales tomados
de referencias publicadas y las registradas
a campo se recogieron en una mega tabla
Excel conteniendo en sus filas las parcelas
y en sus columnas las variables. La varia-
ble dependiente o respuesta fue la densidad
de plantulas. Las variables independientes
fueron los indicios de quema, de ramoneo
y extraccion, fechas de la dltima quema,
intensidad de quema, datos de suelo (pH,
MO, P, Ca*?, Mg*?, K*, Na*, AlI**H*, Cu,
Zn, Fe, Mn) y de clima (precipitacion, tem-
peratura y evapotranspiracion potencial).

Con el Programa R se elabor6 una
matriz de correlaciones de dichas variables
(Anexo 1) para conocer la correlacion entre
ellas y obtener dos tipos de informacion. Se
utilizé el coeficiente de correlacion de
Pearson para seleccionar las variables de
dos maneras. Por un lado, se preselecciona-
ron variables independientes con un coe-
ficiente de Pearson menor de 0,6 entre si
para evitar la colinealidad de variables. En
segundo lugar, de las variables preseleccio-
nadas, se seleccionaron aquellas que mos-
traran una alta correlacion con la variable -

13
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Figura 6. Estructura poblacional de B. paraguayensis en las poblaciones estudiadas en la Region
Oriental de Paraguay. Las densidades poblaciones por franjas etarias estan dadas en porcentaje (%PL,
%J; %A). Las elipses de trazo discontinuo indican las poblaciones con algun tipo de anomalia en su
estructura.
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Figura 7. Curva de supervivencia de la especie en la ROP. La curva fue graficada en base al promedio
de las densidades absolutas de cada clase etaria: PL/0.1 Ha (densidad de plantulas en 0.1 hectareas), DTJ

(densidad total de juveniles), AV+AR (densidad de adultos vegetativos y adultos reproductivos).
Obsérvese la caracteristica forma de J invertida de la curva que indica una poblacién autoregenerativa.
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Tabla 5. Variables meteorolégicas de los sitios muestreados en la ROP. N°P, nimero de parcela; PlI,
densidad de plantulas en los sitios; XPrM, media de la precipitacion Mensual del afio 2015; XPrA, media
de la precipitacion anual del afio 2015; XT°C, media de la temperatura anual; XT°C_min, media minima
de la temperatura anual; XT°C_max, media maxima de la temperatura anual.

N°P Pl XPrM XPrA  XT°A  XT°C min XT°C max ETP P/ETP
PO1 300 132,46 158946 2156 11,20 28,70  1757,07 0,90
P02 0 132,46 158946 2156 11,20 28,70  1757,07 0,90
PO3 550 130,00 1564,99 21,81 11,60 2850 173769 0,90
P04 150 132,46 158946 21,56 11,20 28,70  1757,07 0,90
P05 0 130,00 1560,70 21,68 12,30 27,70 167555 0,93
P06 0 130,00 1564,99 21,81 11,60 2850 176122 0,89
PO7 50 116,37 139579 2327 13,00 2990 182613 0,76
PO8 50 12523 1502,88 23,41 14,30 28,80  1720,72 0,87
P09 0 115,74 1388,89 2424 14,50 3050 181854 0,76
P10 150 11362 136343 2384 1350 3050  1856,67 0,73
P11 50 13359 1600,77 21,99 1150 29,80 178851 0,89
P12 300 137,44 164766 22,18 12,00 30,00 178194 092
P13 1600 137,44 1647,66 22,18 12,00 30,00 178194 092
P14 600 10535 1263,94 21,70 10,30 30,30 1856,06 0,68
respuesta y las que tuvieran una signifi- verificar la dependencia entre ambas

cancia bioldgica conocida y que mostraron
una correlacion de Pearson cercana o ma-
yor a 0,2 respecto a la variable dependien-
te. Estas variables se seleccionaron final-
mente como predictores. Se utiliz6 la co-
rrelacion de Pearson porque es indepen-
diente de la escala de medida de las varia-
bles, lo que fue importante para este anali-
sis porque las escalas a las que fueron
medidos los datos fueron diferentes.

Exploracién de datos: Analisis de regre-
sion simple y diagramas de dispersion.
Un segundo sondeo de datos fue rea-
lizar un andlisis de regresion simple entre
variable de respuesta y predictor y
construir diagramas de dispersion con una
sola variable explicativa (Anexo 2), para

variables.

Analisis de regresion multiple. Modelos
lineales generalizados (GLM)

Se realizd6 un andlisis de regresion
maltiple para ver como variaba la densidad
de plantulas, en las parcelas, en relacion a
la variacion de las variables explicativas
seleccionadas. En base a las caracteristicas
de los datos, se aplicé un analisis GLM o
de Modelos Lineales Generalizados, que
esta dado por la ecuacion:

v=BO0+p 1Ix 1+pB2x2+..+Bk
X_k+ €

Donde,

e v: es la variable de respuesta que se
desea predecir
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Figura 8. Efectos del factor de tiempo “Ultima Quema”. Densidades agrupadas por niveles y por
parcelas en nimero decreciente: QI (quema intermedia, afios 2014 y 2015), QL (afios 2007, 2009 y
NA), QR (quema reciente, afio 2016).
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Figura 9. Densidades absolutas de plantulas agrupadas por niveles del factor tiempo de “Ultima
Quema” (UQ). QI, quema intermedia (afios 2014 y 2015), QR quema reciente (afio 2016), QL, quema
lejana (afios 2007, 2009, NA)
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e RO, R1, R2 ..,
desconocidas

o Xx1,X2,...,xkson variables predictivas
independientes que se miden sin error

o ceselerroraleatorio que permite a ca-
da respuesta desviarse del valor pro-
medio de y por la cantidad €. Se debe
suponer gue los valores de € cumplen
con los siguientes requisitos: (1) son
independientes, (2) tienen una media
de 0 y una varianza comun G2 para
cualquier conjunto x1, x2, ..., Xk y (3)
tienen una distribucion normal (Men-
denhall et al., 2008).

La distribucién de B. paraguayensis es
agregada, por tanto, se seleccion6 el mode-
lo binomial negativo porque modela mejor
las abundancias cuando la dispersién es
mayor a 1, o cuando los individuos de una
poblacion tienen distribucién agrupada y
no aleatoria. EIl modelo binomial negati-
Vo es un modelo con un pardmetro mas que
el modelo de Poisson, el parametro theta o
k. Este parametro modela la agrupacion en
los datos, que van de cero a infinito. Los
valores de theta cercanos a cero indican
aglutinacion, mientras que los valores mas
grandes indican una distribucion que es
mas aleatoria. (Kindt & Coe, 2005).

Bk son constantes

Seleccion de predictores para generar el
mejor Modelo

Los Modelos Lineales Mdltiples permi-
ten introducir muchos predictores, y cada
predictor puede contribuir a explicar una
parte de la variabilidad observada en la
variable respuesta. Para conocer la variabi-
lidad que explica cada predictor introdu-
cido en el modelo se utiliza un test de
ANOVA, que es el método que analiza la
varianza de dos 0 mas muestras. Para este

analisis el programa introduce el calculo
del estadistico F o test de Fisher. Si éste no
resulta significativo no se puede aceptar el
modelo, ya que no puede explicar la va-
rianza mejor de lo esperado al azar (Amat
Rodrigo, 2016a).

Para la seleccion del mejor modelo con
maltiples variables involucradas se optd
por un modelo de regresion multiple con
selecciéon de variables “paso a paso” o
“stepwise”, que emplea criterios matema-
ticos para indicar la contribucion signifi-
cativa de los predictores y en qué orden se
han de introducir. EI método presenta tres
estrategias, “hacia adelante” o “forward”,
donde el modelo inicial no contiene ningln
predictor; “hacia atras” o “backward”, don-
de el modelo se inicia con todas las varia-
bles incluidas como predictores y se va eli-
minando cada variable, una a una, y si se
mejora el modelo, queda excluida. Este
método permite evaluar cada variable en
presencia de las otras; el doble o mixto,
donde se combinan las dos estrategias
mencionadas.

Se construy6 asi un modelo con todas
las variables independientes seleccionadas
como predictores, y mediante una ANOVA
tipo | se fue eliminando cada variable que
no haya contribuido a la variabilidad (p-
valor >0,05), de forma progresiva y se-
cuencial. El resultado de la seleccion final
de variables se muestra en la Tabla 6,
donde en las filas aparecen el intercepto
(intercept) y las variables P, Fe, pH, MO y
(porcentaje de) Arena. En la primera co-
lumna (Estimate) se observan los valores
estimados de estas variables, donde el sig-
no indica la influencia positiva 0 negativa
sobre la variable respuesta. La segunda
columna (St. Error) muestra el error estan-
dar de cada estimacion. La tercera columna
(z value) muestra el valor del estadistico z,
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Figura 10. Porcentaje de cobertura del suelo (%COBS) en relacion con las densidades absolutas de
plantulas (PL), en la ROP. Cobertura de 50% (linea continua), cobertura del 75% (linea discontinua),
cobertura del 50% (linea de puntos). Curva de puntos azul: curva logaritmica con valor del
coeficiente de determinacion R? igual a 0,6652.
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Figura 11. Uso del suelo en relacion con las densidades absolutas de plantulas de B. paraguayensis
por sitio en la ROP. Uso urbano, 100% (linea continua), uso rural, 75% (linea discontinua), uso
silvestre, 50% (linea de puntos). Curva de puntos azul: curva logaritmica con valor del coeficiente
de determinacién R? igual a 0,729.
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Tabla 6. Influencia del P, Fe, pH, MO (materia organica) y arena en la abundancia de

plantulas. Coeficientes. (Interc: Intercepto).

Estimate Std. Error z value Pr (>z])
(Intercepto) -14,2904 9,7438 -1,467 0,142479
P 0,6867 0,1207 5,688 1,28e-08 ***
Fe -0,1280 0,0379 -3,376 0,000735 ***
pH -4,2280 1,5145 -2,792 0,005243 **
MO 4,8342 1,9410 2,491 0,012756 *
% Arena 0,4258 0,1845 2,307 0,021042 *

Valores de significancia: 0 ***' 0,001 "**' 0,01 "*'0,05''0,1"'"'1

gue describe la posicion de una observa-
cion x relativa a la media en unidades de a
desviacion estandar. Si el valor de Z es
negativo, indica que la observacion esta
por debajo de la media; si es positivo,
indica que la observacion se encuentra por
encima del valor de la media. La cuarta
columna, Pr(>|z|), indica la significancia
estadistica de esos valores. Para este
estudio se considerd una significancia >
0,05.

Evaluacion del modelo

También se tuvo en cuenta la cantidad
de varianza explicada por el modelo. Esto
en GLM se conoce como devianza D2. La
devianza da una idea de la variabilidad de
los datos. La diferencia entre varianza y
devianza esta relacionada con la forma de
obtener estos datos. La varianza se obtiene
por el método de los minimos cuadrados,
mientras que la devianza por el método
estadistico de la maxima probabilidad. Por
lo demés, son términos analogos.

Para obtener una medida de la varia-
bilidad explicada por el modelo, se debe
comparar la devianza del modelo nulo
(Null deviance) con la devianza residual
(Residual deviance), esta es una medida de
cuédnto de la variabilidad de la variable
respuesta es explicada por el modelo, o lo

gue es lo mismo:

D2= Devianza modelo nulo - Devianza residual
Devianza modelo nulo

(Cayuela, 2015)

X100

Este céalculo aparece al principio de la
llamada o “Call” (en R), asi como el valor
global del AIC del modelo. Aparte de este
dato global, se calculé la devianza para
cada variable predictor con un test de
ANOVA tipo |, que utiliza el estadistico F
para validacién de los predictores. La
Tabla 7 muestra los resultados, donde las
filas contienen el modelo nulo (Null), y los
predictores. La columna Df indica los
grados de libertad, donde cada variable
indica 1 grado de libertad. La columna
Deviance indica la cantidad de devianza
explicada por la variable sobre el total. La
columna Resid. indica los residuos (dife-
rencia entre los valores observados y espe-
rados). La columna DfResid. es el tamafio
de la muestra menos el nimero de parame-
tros estimados, indica los grados de liber-
tad residuales. La columna Dev F muestra
la Devianza del modelo completo; y la co-
lumna Pr (>F) muestra la significancia de
los valores del estadistico F.

Determinacion de la calidad del modelo.

Criterio de Informacion de Akaike.
(Tabla 8)
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Por ultimo, se utilizo el Criterio de In-
formacion de Akaike (AIC) para comparar
los modelos entre si, y decidir, finalmente,
qué modelo representaria mejor la relacion
de dependencia entre la abundancia y las
variables predictoras. La Tabla 8 muestra
los resultados, donde la primera fila contie-
ne, en la columna Deviance la cantidad de
devianza no explicada y en la columna
AIC, el valor del AIC del modelo comple-
to. Las demaés filas contienen los predic-
tores. La columna Deviance indica la canti-
dad de devianza. La columna AIC, los va-
lores del modelo reducido. La columna f
value contiene los valores del estadistico F
y la columna Pr(>F) la significancia esta-
distica del valor de F.

El AIC es un criterio fiable en la
seleccién del modelo mas parsimonioso, al
ponderar positivamente la cantidad de des-
viacion no explicada por el modelo (de-
viance) y el nimero de variables utilizadas.

Su idea clave es la de penalizar un exce-
so de parametros ajustados. Por lo tanto, el
modelo con menor AIC es el que se selec-
ciona entre varios modelos posibles porque
es el que menos deja por explicar la va-
riabilidad de los datos, con el menor nime-
ro de variables explicativas. Un modelo
con un AIC mas bajo tiene una mejor com-
binacion de simplicidad y desviacion
explicada, siempre que esté de acuerdo con
la forma en que la AIC evalda la simpli-
cidad y la desviacion explicada (Kindt &
Coe, 2005).

Cuando el modelo reducido presentaba
un AIC menor al modelo completo, se eli-
minaba la variable que mayor reduccién
producia en el modelo y se repetia el
proceso hasta que se obtenia el modelo mas
parsimonioso.

Es importante acotar que cuando los
valores de AIC entre modelos que ‘com-

piten’ entre si es menor a 2, se consideran
gue son igual de buenos. Cuando la dife-
rencia es mayor a 2 unidades, se considera
que uno es claramente mejor que otro.

"No es el tamafio absoluto del valor de
AIC, son los valores relativos sobre el
conjunto de modelos considerados, y par-
ticularmente las diferencias entre los
valores de AIC, los que son importantes"
(Burnham & Anderson, 1998; Quinn &
Keough, 2002).

Entre varios modelos ajustados a los
mismos datos y que ‘compiten’ entre si, el
modelo con AIC mas bajo es el de mejor
ajuste. Este valor se interpretaria como la
cantidad de varianza no explicada por las
variables ambientales (o cantidad de ruido)
penalizada por el nimero de pardmetros
con el fin de seleccionar el modelo méas
simple (Burnham & Anderson, 1998)
RESULTADOS Y DISCUSION
Densidades absoluta y relativa de
plantulas

La Tabla 2 muestra un apretado resu-
men de los registros de densidades abso-
lutas y relativas de plantulas en los sitios
muestreados, y de las densidades de juve-
niles y adultos por parcela.

Las segunda y tercera columnas de la
tabla indican las densidades absolutas de
plantulas en 20 m?, que representa lo con-
tabilizado, y valores extrapolados a 0,1
hectareas. En 10 de las 14 poblaciones el
rango de individuos en estado de plantula
fue de 1 a 32, siendo en P03 (Caaguazul),
P13 (Misiones) y P14 (Neembucu) donde
se contabilizaron el mayor nimero de
plantulas (11, 32 y 12, respectivamente).
No se encontrd ningun individuo en P02
(Caaguazu), P05 y P06 (Canindey() y P09
(Concepcion).
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Tabla 7. Anélisis de la Devianza con test de ANOVA tipo |

Df Deviance Resid. DfResid. Dev F Pr (>F)
NULL 13 129,010
P 1 81,451 12 47,560 81,4507 <2,2e-16 ***
Fe 1 27,666 11 19,893 27,6663 1,442e-07 ***
pH 1 2,610 10 17,283 2,6105  0,106159
MO 1 3,133 9 14,150 3,1326  0,076743
ARENA 1 7,064 8 7,087 7,0637  0,007866 **

Valores de significancia: 0 ***' 0,001 **'0,01'*'0,05"''0,1"'"1

La media de plantulas en 20 m? ha sido
aproximadamente de 6 individuos (5,57),
el error estandar de 2,29 y la desviacién
estandar de 8,57.

La cuarta columna muestra la abun-
dancia relativa de plantulas en las pobla-
ciones con respecto a las demas clases
etarias. Puede observarse que en nueve
parcelas (64% de los sitios) la abundancia
relativa de plantulas superé el 50%. Solo
cinco parcelas (P02, P05, P06, P08 y P09)
no presentaron este patron.

Esta relatividad se puede analizar mejor
en el grafico de barras (Figura 6), donde se
aprecian las curvas de supervivencia, dibu-
jadas por los valores de densidad de cada
clase etaria. La mayoria de los sitios pre-
senta lo que se conoce en ecologia como
una curva J invertida. Los sitios envueltos
en elipses de trazo discontinuo presentan
un patrén diferente, la curva J derecha.

El andlisis de la proporcion entre ca-
tegorias de edad en las diferentes parcelas
fue relevante para interpretar la viabilidad
bioldgica y los niveles de regeneracion de
la especie en las distintas poblaciones.
Peters (1996) describid las tendencias de la
estructura poblacional en bosques tropi-
cales, que pueden ajustarse a tres tipos de
curvas. Las poblaciones de las parcelas
estudiadas en la ROP se ajustaron a los
tipos de curva 1y IlI.

El anélisis de la poblacion es una herra-

mienta extremadamente (til para orientar
actividades de manejo de especies arbdreas
Yy, quizas lo mas importante, para evaluar el
impacto de la extraccion de recursos. Estas
tres curvas, al encontrarse muy relacio-
nadas con el estado de regeneracion de las
poblaciones, pueden variar frente a cam-
bios en las condiciones ambientales; de
manera que se pueda pasar de curva tipo |
al Il o al 1l (Peters, 1996).
La gran produccién de plantulas (aun de
simientes) y disminucién de individuos a
medida que van avanzando en edad fueron
constatadas también en otras poblaciones
de palmeras tanto de pastizales como de
bosque (Lozada & Moraes, 2013;
Gonzalez et al., 2012; Lunazi, 2009;
Lorenzi; 2006; Barilani, 2002).

La curva tipo | (Figura 6: Sitios P01,
P03, P04, P07, P10, P11, P12, P13y P14)
muestra que a medida que los individuos
van adquiriendo mayor tamarfio, disminu-
yen su densidad; esta es una curva en forma
de “J invertida” y es caracteristica de espe-
cies con niveles constantes de regeneracion
0 autoregenerativas. La curva Il represen-
ta a especies con niveles de regeneracion
limitados; tal fue el caso de los individuos
de los sitios P02, P05, P06, P08 y P09, en
donde pudo haber existido alteracion de las
plantas en sus estadios de plantulas o juve-
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niles.

La Figura 7 representa los valores me-
dios para plantulas y las demas clases eta-
rias para toda la region, tomando los sitios
como subpoblaciones de una poblacién. Se
observa la curva de supervivencia resultan-
te es una curva tipo |, J invertida (Peters,
1996).

Factor de manejo: quema

La Tabla 3 muestra resultados de datos
de quema. En la columna 1Q, las plantulas
presentaron indicios de quema s6lo en tres
parcelas: en Caaguazu, (P03, con 9% y P04
con 67 %) y en San Pedro (P07, con un
100%). La media de porcentajes de quema
fue de 12,55%.

Los incendios pueden tener consecuen-
cias funestas para la regeneracién de una
poblacién vegetal. Balch et al. (2013) com-
probaron que incendios repetidos en los
bosques aumentan la mortalidad de indi-
viduos y declinan la regeneracion, la rique-
za de especies y la diversidad de especies
con tallos menores de 1 cm de diametro.
Notaron la capacidad de resiliencia de la
vegetacion después de un Unico evento de
guema, pero hallaron que repetidas quemas
inhibieron substancialmente la regenera-
cion de especies forestales, especialmente
la fase de reclutamiento. Souza et al.
(2000) encontraron que la intensidad del
fuego parece ser determinante en la super-
vivencia o la mortandad de juveniles y
plantulas de Attalea humilis Mart. EX
Spreng. en fragmentos de bosque mas fuer-
temente afectados por el fuego, pues halla-
ron una reduccion de individuos en etapas
de crecimiento (plantulas y juveniles) des-
pués del fuego. Los autores también consi-
deraron que es poco probable que las plan-
tas jovenes puedan sobrevivir al fuego
debido a su sistema subterrdneo no esta alin

desarrollado. Por lo tanto, la persistencia
plantulas y juveniles en las poblaciones
estudiadas depende de la emergencia de las
plantulas en sectores mas cerrados y
protegidos de los fragmentos de bosque.
Otros autores, como Silva (1994), conside-
ran el aspecto positivo de las quemas, men-
cionando que el fuego elimina la vege-
tacion invasora y aumenta la reserva adi-
cional de nutrientes, por medio de la carbo-
nizacion de la materia organica, nutriendo
a las palmeras adultas y facilitando la pro-
duccidn y diseminacion de plantas nuevas.
El fuego también destruye el exo- y meso-
carpo, liberando la semilla, iniciandose el
proceso germinativo. Coutinho (1982) es-
tudié los efectos del fuego en el cerrado
brasilero en el reciclaje de los nutrientes
minerales, encontr6 que luego de un incen-
dio la materia organica es rapidamente mi-
neralizada y el ciclo de nutrientes es acele-
rado.

Aunque los incendios no supusieron
una amenaza importante para las plantulas
de B. paraguayensis en los sitios estudia-
dos, ya que pudieron sobrevivirlos, debe-
rian poder ser manejados con un criterio
cientifico (Pereira Junior et al., 2014;
Balch et al., 2013; Souza et al., 2002;
Silva, 1994).

En la columna UQ de la Tabla 3 se ob-
servan los niveles del factor Ultima Quema
(UQ), de los que UQ_QR y UQ_QI presen-
tan los mayores porcentajes en densidad de
plantulas. Con estos datos se construyeron
dos gréficos, el primero (Figura 8) muestra
las densidades de plantulas por parcelas,
agrupadas segun el nivel del factor.

Se puede apreciar que parcelas que pre-
sentaron mayores densidades de plantulas
estdn en el nivel de quema intermedia
(UQ_QI), entre uno y dos afios antes de
conteo. Esta observacion tiene mucha 16gi-
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ca, ya que si las semillas pasaron por fuego
es posible que germinaran entre el 2014 y
el 2015, de tal forma que las plantulas con-
tabilizadas podrian tener entre uno y dos
afios. Le sigue en importancia el evento de
guema reciente (UQ_QR), que asumimos
que fue de enero a Julio de 2016.

El segundo gréfico (Figura 9) agrupa
todas las densidades de plantulas por nive-
les del factor. Este agrupamiento permitio
al programa calcular el coeficiente de de-
terminacion

El hecho de que en la mayoria de los si-
tios no se hayan registrado plantulas que-
madas puede significar que las plantulas
llegan a alcanzar su estadio juvenil antes
del siguiente evento de quema (segun en-
cuestas, ocurre minimamente una vez al
afio en los campos en los meses mas secos
gue pueden ir de abril a agosto). Los even-
tos de quema podrian estar facilitando la
germinacion de las semillas segun puede
apreciarse en la Figura 9, donde las densi-
dades acumuladas por nivel de factor
muestran un coeficiente de determinacion
(R?) cercano a la unidad. Este dato coinci-
de con lo que se menciona en la literatura
acerca de Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Mart. (Lorenzi, 2006) y Attalea
humilis (Souza & Martins, 2004; Souza et
al., 2000, 2002), cuyos endocarpios lefio-
sos requieren de un proceso de escari-
ficacion para facilitar la germinacion de la
semilla. Lorenzi (2006) menciona que
cuando los bosques y sus alrededores su-
fren periodos de exposicion al fuego, es
comun ver la formacién de bancos de plan-
tulas de Acrocomia aculeata.

El factor de tres niveles UQ no se
adecud al modelo que agrupd las variables
predictoras de la variabilidad de densida-
des de plantulas, no obstante, es muy
notorio que alguna influencia tiene sobre la

densidad de las plantulas.

Factor de manejo: ramoneo

La sexta columna de la Tabla 3 muestra
que las plantulas presentaron indicios de
ramoneo en cuatro parcelas: en los sitios
P01 y P04 en Caaguazl, con 100%; y los
sitios P12 y P13, en Misiones, con el 44%
y 3,13%, respectivamente. El promedio de
ramoneo (sumado cada evento fuera leve,
moderado o fuerte) resulté ser moderada,
con un 18.37%, para las plantulas superan-
do incluso al porcentaje de indicio de
quemas.

En cuanto a los efectos del ramoneo por
ganado o especies silvestres, se han regis-
trado también interesantes y reveladores
estudios. Rivas & Barilani (2004), encon-
traron que los palmares de Butia capitata
(Mart.) Becc. en Uruguay eran centenarios
y que la fase de reclutamiento de plantulas
y la fase adulta vegetativa estaban casi to-
talmente ausentes. Descubrieron que este
fendmeno se debia al efecto de herbivoria
de vacunos y ovinos, principalmente; y
también al hecho de que se asociaban
sistemas productivos de establecimiento de
arrozales en rotacion con ganaderia, y/o
también a la cria de cerdos a campo abier-
to. Los autores concluyeron que el palmar
podria conservarse con el manejo adecua-
do del pastoreo. Rivas et al. (2014) encon-
traron que la vulnerabilidad de los palma-
res de Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick
se debia a actividades agropecuarias, prin-
cipalmente el pastoreo sobre los rebrotes
de la especie; y la agricultura mayorita-
riamente arrocera, que altera el habitat para
la supervivencia de las plantulas. Lozada &
Moraes (2013) encontraron que las pobla-
ciones de Acrocomia aculeata con ganado
presentaron mayor nimero de plantulas,
relativamente pocos juveniles y preadultos,
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y niveles intermedios de adultos. En las
parcelas sin ganado encontraron dos patro-
nes distintos: en uno, las plantulas y juve-
niles estaban casi ausentes y los preadul-
tos estaban reducidos; en otro, se registra-
ron individuos en todas las categorias de
crecimiento y disminucion exponencial
desde la categoria plantula hasta adultos.
Estos datos sugieren que el ganado puede
facilitar la regeneracion a nivel de plantula,
pero perjudicar el desarrollo de las plantu-
las hacia los estadios de juveniles y pre-
adultos. Sin ganado existe una menor
produccion de plantulas Unicamente en al-
gunas situaciones. Por su lado, los estudios
de Cingolani et al. (2008) revelaron que el
ganado favorece la germinacion de las
semillas y promueve la regeneracion de
plantulas debido a que reduce la competen-
cia con pastos y hierbas, mantiene el ciclo
de nutrientes, aumenta la fertilidad y dis-
minuye la erosion del suelo.

Aunque el ramoneo no destacé como un
factor influyente en la densidad de plantu-
las en las poblaciones de B. paraguayensis
en la Regién Oriental de Paraguay, la pre-
sencia de ganado vacuno, alimentandose
de frutos y evacuandolos en la parcela qui-
zas no deje de tener algun efecto favorable
sobre la germinacion de las semillas y
alguna influencia en la distribucién, en
algunos casos, fuertemente agregada de las
plantulas, como se ha visto también para
Acrocomia aculeata (Lozada & Moraes,
2013).

La cobertura del suelo

En la séptima columna de la Tabla 3 se
expone la cobertura de suelo donde se ob-
servan mayormente niveles de medio a
fuerte (75 y 100% respectivamente). En
cinco sitios, P04, P07, P05 y PQ9, con
cobertura fuerte se contaron de cero a tres

plantulas en 20 m? por sitio, contabilizan-
dose solo cuatro plantulas en total. En seis
sitios, P14, P03, P12, P08, P11y P06, con
cobertura media se contabilizaron de cero
a 12 plantulas en 20 m?, con 33 plantulas
en total. En tres sitios, P13, P01y P10, con
cobertura leve (50%), se contabilizaron de
tres a 32 plantulas en 20 m?, totalizando 41
plantulas. En la Figura 10 se representan
los sitios ordenados por porcentaje de
cobertura, donde se observa cierto patrén
en la densidad de plantulas con respecto a
la cobertura. A mayor cobertura, especifi-
camente, cobertura fuerte, se contabiliza-
ron menor cantidad de plantulas. Existe
poco rango de diferencia entre cobertura
leve y media, pero entre cobertura leve y
cobertura media existe un rango de 20. Es
decir, existe una relacion inversamente
proporcional entre la cobertura y la den-
sidad de las plantulas. A mayor cobertura,
menor densidad de plantulas.

Existen muchos estudios sobre el efecto
de la cobertura vegetal en el crecimiento y
supervivencia de plantulas de diferentes
especies. Asi, por ejemplo, Denslow et al.
(1991) y Benitez-Malvido (2006) compro-
baron que la vegetacion del sotobosque, es-
pecialmente las especies de hoja ancha, y
la vegetacion herbacea y sufruticosa de los
campos Y barbechos acttian como un filtro
que afecta la distribucion y la abundancia
del establecimiento de plantulas.

No obstante, al introducir los datos de
cobertura al modelo de analisis de datos no
se obtuvieron valores estadisticamente sig-
nificativos.

El uso del suelo

La ultima columna de la Tabla 3 mues-
tra las categorias de uso del suelo. Se halla-
ron tres tipos de uso del suelo: silvestre (S),
rural (R) y urbano (U). Tres sitios se cate-
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gorizaron como silvestres (P05, P08, P12),
correspondientes a parcelas instaladas en
los predios de parques o reservas bioldgi-
cas con 0 a 6 plantulas por m?, totalizando
7 plantulas. Ocho sitios se categorizaron
como de uso rural ganadero (P02, P04,
P06, P07, P09, P10, P11, P14), con 0 a 12
plantulas por sitio, en total con 22 plan-
tulas. Por dltimo, tres sitios (P01, P03,
P13) se categorizaron como de uso urbano,
con 6 a 32 plantulas en 20 m?, totalizando
49,

Aparentemente, los sitios de uso urbano
favorecieron mucho més el desarrollo de
las plantulas que en suelos de uso rural y
silvestre. La Figura 11 muestra los sitios
agrupados por tipo de uso de suelo, donde
se observa claramente una mayor densidad
de plantulas en sitios de uso urbano y
menores densidades en sitios de uso rural y
silvestre. La curva logaritmica trazada
presenta un coeficiente de determinacion
(R2) es de 0,7, es decir, mas cercano de la
unidad que del cero. No obstante, al intro-
ducir los datos de uso de suelo al modelo,
no se tuvieron valores de significancia es-
tadistica.

El uso del suelo urbano implica limpie-
za del terreno, introduciendo un hato de
ganado o unos pocos individuos en la par-
cela, o bien maquinaria, o quema. Otro uso
relevado fue la remocién de suelo para co-
secha de plantas medicinales. No han sido
relevados antecedentes de literatura para
este caso.

Factores edéficos

Los valores obtenidos en los analisis de
suelos muestreados en las parcelas se asen-
taron en la Tabla 4. Ella contiene tanto los
valores de los nutrientes de suelo, pH, ma-
teria organica y acidez intercambiable. De
los valores de textura se decidi6 incorpo-

rar solo los porcentajes de arena.

Esta tabla demuestra que los sitios
donde crecen las poblaciones analizadas de
B. paraguayensis presentan, en general,
suelos pobres en materia organica, en ma-
cro nutrientes y en oligoelementos; son li-
gera a fuertemente &cidos (pH 6,20 a 4,70)
y el porcentaje de arena es muy elevado, de
un 80 a mas de 90%.

Todos los suelos fueron ricos en cobre,
8 parcelas (P01, P05, P07, P08, P09, P10,
P11 P14) presentaron pobreza en zinc, pero
las demas presentaron cantidades medias a
altas de este elemento. Los suelos presenta-
ron exceso en hierro y manganeso, muy por
encima de los valores altos de los valores
de referencia (Figura 5)

La Tabla 4 permite comparar las densi-
dades de plantulas con los valores de las
variables por sitio. Las variables con ma-
yor influencia sobre la densidad han sido el
P, el Fe y el pH. La influencia de la MO y
de la textura del suelo son menos evidentes
en la tabla. Del analisis de las densidades y
los valores de las variables surgieron cua-
tro grupos de densidades y de la caracte-
rizacion de los grupos tratd de interpretarse
el funcionamiento de las variables combi-
nadas y su repercusion en las densidades de
las pléantulas.

Sitios con alta densidad de plantulas
Los sitios con alta densidad de plan-
tulas, P03, P14 y P13, resaltados en gris
oscuro, muestran densidades de 11, 12 y 32
individuos/20m?, respectivamente. En re-
lacion a éstos se tiene un pH ligeramente
acido (5,80-6,00), la MO oscila entre 0,32
y 1,36 mg/Kg (bajo a muy bajo), la
concentracion del P esté entre la media y
las méximas concentraciones (4-5 mg/Kg),
el porcentaje de arena esta entre el 1% por
debajo y entre 2 y 4% por encima de la me-
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dia. El factor limitante negativo, el hierro,
oscila, entre los valores méas bajos de toda
la ROP (12,86; 17,15 y 34,30 ppm), muy
por debajo de la media, que a su vez es
mucho mayor que el valor de referencia.
Puede observarse en estos tres sitios, que la
mayor densidad de las plantulas esta muy
claramente influida por las mayores con-
centraciones de fosforo, pero que, al mis-
mo tiempo, esta “ayudada” por las més
bajas concentraciones de hierro. En estos
sitios el pH contribuye de manera débil-
mente negativa; mayores densidades apa-
recen con un pH 5,80 y la menor densidad
con pH 6,0. En esta condicion bastante
“Optima”, en el marco de suelos pobres, la
MO pareciera tener muy poca incidencia.

Sitios con densidad media de plantulas

Una situacion muy particular se observa
en los sitios de densidad media (parcelas
P01y P12), con 6 plantulas/20m?, donde el
pH fue de 5,70; la MO fue baja (0,43-0,58
mg/Kg); el P, de la media para abajo (1,71-
2,15 mg/Kg); el Fe, relativamente muy
bajo (13,58 y 22,63 ppm) y el porcentaje de
arena mas alto (89 y 92%). En estos sitios
el factor determinante mas potente parecie-
ra ser la mas baja concentracion de hierro,
porque estaria permitiendo que el fésforo,
aun en bajas concentraciones, actle positi-
vamente sobre la densidad. Es notable
también que la concentracion de arena es
de 2 a 5% mayor que la media. Como la
arena estaria incidiendo de modo directa-
mente proporcional, estos més altos por-
centajes ayudarian también a que la
densidad no sea baja, a juzgar por la con-
centracion de fosforo.

Sitios con baja densidad de plantulas
Los sitios de baja densidad fueron las
parcelas P04, P07, P08, P10, P11 (resalta-

dos en verde). Con 1 a 3 plantulas/20m?
presentaron situaciones muy diferentes
entre ellas, por lo que fue imprescindible
analizarlos por separado.

Sitios con 3 plantulas/20 m2.

En los sitios P04, P10 Y P11, con 3
plantulas/20m?, el pH fue de levemente
acido a muy é&cido (5.70; 4,70 y 5,10 res-
pectivamente); la materia organica fue su-
perior a la media (1,46; 0,69; 0,97 mg/Kg);
el P en P04, més alto que la media (3,23) y
en los demas sitios, mas bajo que la media
(1,64 y 1,43 mg/Kg); el Fe, bajo en P11
(24,30) y muy alto en P04 y P10 (54,31 y
56,57 ppm) y el porcentaje de arena 1y 2%
mas alto en P04 y P10 (89 y 92%) y casi
7% més bajo que la media. Ante estas ca-
racteristicas muy dispares la densidad fue
la misma, aparentemente debido al bajo pH
y/o a la mayor cantidad de materia organi-
ca.

En la PO4 se tiene un caso similar a los
sitios con densidad media y alta; con
foésforo alto, pero con la diferencia de que
aqui el hierro fue muy alto; la materia
organica fue la mas alta registrada (1,46
mg/kg), y el pH fue levemente acido. En
este sitio, por tanto, puede notarse muy
claramente la influencia directa de la mate-
ria organica y la influencia inversa del pH
en la densidad de las plantulas. En el sitio
P10 también se tuvo alta concentracién de
Fe (56,57 ppm), y esta vez con un fésforo
bajo (1,64 mg/kg), ademas una materia
orgénica baja, no deberia haber plantulas
hasta en este sitio; pero, notablemente, el
pH mas bajo fue registrado aqui, por tanto,
se evidencia nuevamente la fuerte inciden-
cia del pH en la densidad de plantulas en
esta parcela. El sitio P11 es casi similar,
aunque aqui el hierro es bajo (24,30
mg/kg), el P es el més bajo registrado en el
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grupo, pero la materia organica es més alta
gue la media y el pH es &cido a muy 4cido
(5,10). EI hierro bajo, la materia organica
alta y el pH bajo favorecieron la densidad
baja de esta parcela.

Sitios con 1 plantula/ 20 m?

Sorprende que en el sitio P08, donde se
ha registrado el valor mas bajo de fésforo
(0,77 mg/kg) y una alta concentracion de
hierro (55,19 ppm) adn se haya encontrado
una plantula. Sin embargo, aparece una alta
proporcion de materia organica (1,11
mg/kg) 0,28 mg més que la media y un pH
bajisimo (4,70). Aqui resulta evidente que
el pH y la materia orgénica determinan la
presencia de la plantula. Asi mismo la P07
muestra condiciones similares, solo que
aqui el fésforo es mucho mayor por encima
de la media, pero sélo hay una plantula. Se
observa que el pH subié hacia levemente
acido y la materia organica disminuy®é.

Sitios con nula densidad de plantulas

Hay 4 sitios sin plantula alguna: P02,
P05, P06 y P09. ;Qué factores jugaron un
papel preponderante en el no reclutamiento
de plantulas?

En todos los sitios el hierro es elevadisi-
mo, pero en los sitios P02 y P05 hay condi-
ciones por parte del fésforo (3,33 y 2,42
mg/kg) y de la materia organica (1,33 y
0,72 mg/kg) para las plantulas, en cambio
un pH levemente &cido ejerce su influencia
negativa en estos sitios, ayudado por un
porcentaje bajo de arena (83%), éstos son
los factores negativos determinantes.

En los sitios P06 y P09 todas las condi-
ciones son adversas, donde los factores de-
terminantes son esta vez la bajisima con-
centracion de fésforo y la alta concentra-
cion de hierro.

De esta tabla se seleccionaron el fésforo
y el hierro por tener una alta correlacién
con la densidad de plantulas (Anexo 2),
ademas por ser conocido el efecto del fos-
foro en el desarrollo de las primeras raices
en plantulas (Plaster, 2000). EI pH se selec-
ciono por su conocida influencia indirecta
en la solubilidad de los nutrientes en el
suelo. Se selecciond la materia orgéanica,
que es el esqueleto donde se “insertan” los
nutrientes en diferentes proporciones y es-
tan disponibles para la planta y evita la lixi-
viacion de los nutrientes. De entre las tex-
turas se probd la arena, porque a pesar de
tener una aparente correlacion muy baja
(0,19) fue positiva con respecto a la densi-
dad de plantulas y la mas alta de los facto-
res de textura.

Factores meteoroldgicos

Los datos de las variables meteorol6-
gicas de los sitios muestreados en la ROP
son presentados en la Tabla 5. Estos facto-
res también fueron incluidos en la mega
tabla Excel para calcular la matriz de corre-
laciones (Anexo 1b). A pesar de gque todas
ellas presentaron correlaciones distintas de
cero, ninguna de estas variables resulto ser
estadisticamente significativa por lo que
no se incluyd al modelo de regresion
maltiple.

Algunas observaciones destacadas en
relacién a estas variables y la densidad de
plantulas se desprenden de la tabla de co-
rrelaciones (Anexo 1b), donde se observa
un nivel de correlacion negativa de -0,49
con respecto a la media de la precipitacion
anual. Esta correlacion negativa era de
esperarse, observando las caracteristicas de
la textura del suelo donde las densidades
son mayores, es decir, suelos mas arenosos
gue no retienen el agua a nivel superficial,
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de 15 a 30 cm, en el que las raicillas de las
plantulas llegan.

Variables predictoras para el modelo
paso a paso

Se seleccionaron finalmente las si-
guientes variables como productoras: P,
Fe, pH, MO, Arena, Zn, Cu, UQ, Cob_S,
Uso. Todas estos predictores fueron inclui-
dos en el modelo, en el que paso a paso se
iba eliminando las variables que no mostra-
ban un p-valor igual o inferior a 0,05, que
luego no disminuian el AIC méas de dos
unidades de su valor en el modelo com-
pleto.

Analisis de datos

Después de realizar la exploracion
exhaustiva de datos mediante matrices de
correlacion, regresiones simples y graficos
de dispersion de algunas variables prese-
leccionadas (Anexo 2), quedaron el pH, la
MO, el P, el Fe y el porcentaje de arena co-
mo candidatos finales para el modelo de re-
gresion.

En las tablas 6, 7 y 8 se presentan los
procesos de seleccion final del mejor mo-
delo explicativo, el mas parsimonioso y el
que tuvo el AIC mas bajo de todos los mo-
delos probados (55,274), asi como con una
devianza explicada del 94,5%, de toda la

variabilidad de la densidad de plantulas en
los sitios muestreados de la ROP.

La Tabla 6 muestra como las variables
edaficas contribuyeron a explicar las dife-
rencias de regeneracién entre sitios. La co-
lumna Estimate indica el sentido, directa o
indirectamente proporcional en que la va-
riable actla sobre la densidad de plantulas.
Como puede observarse mayores concen-
traciones de fosforo, un mayor porcentaje
de materia organica y de arena en el suelo
contribuyen a una mayor densidad de
plantulas en los sitios de muestreo. Sin em-
bargo, el aumento de la concentracion de
hierro y de pH (de &cido a levemente &ci-
do), tienen un efecto inhibitorio.

La columna Pr (>|z|) muestra todos
valores de p por debajo de 0,05, lo que indi-
ca que los resultados son estadisticamente
significativos, por tanto, puede aceptarse la
hipGtesis alternativa de que éstas son las
variables que tienen una clara influencia
sobre la densidad de plantulas. En la Tabla
7 se indica la devianza o analisis de la va-
rianza, explicada en porcentajes. Asi, se-
gun este modelo, el fosforo explica el 81%
de la varianza; luego, de lo que resta por
explicar, que es el 19%, el hierro explica el
27% vy asi sucesivamente hasta llegar a la
variable textura (arena). Se observa que los
valores de Pr (>F) son significativos y de

Tabla 8. ANOVA TIPO Il. Criterio de informacién de Akaike.

Df Deviance AlIC F value Pr(>F)
<none> 7,087 53,274
P 1 42,330 86,518 39,785 0,0002309 ***
Fe 1 40,115 84,302 37,285 0,0002875 ***
pH 1 18,379 62,566 12,747 0,0072903 **
MO 1 17,133 61,321 11,341 0,0098197 **
ARENA 1 14,150 58,338 7,974 0,0223617 *

Valores de significancia: 0 ***'0.001 **'0.01*'0.05"'0.1"'"1
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menos de 0,05.

La Tabla 8 recoge los célculos del
ANOVA TIPO 1, que informa acerca de la
significancia de las variables utilizando el
criterio de informacién de Akaike (AIC).
Se observa que el valor del AIC del modelo
cuando cada variable es eliminada median-
te un proceso ‘jacknife’ es holgadamente
mayor con respecto al modelo que mantie-
ne todas las variables, lo que indica que el
modelo que retiene esas variables es mu-
cho mejor estadisticamente que un modelo
mas simple.

Segun los resultados de los analisis de
regresion lineal, la densidad de plantulas
de B. paraguayensis en los sitios mues-
treados esta determinada principalmente
por la fertilidad del suelo en el momento de
la germinacion de la semilla (Tablas 7, 8 y
9). El Py el Fe, influyeron en un gran por-
centaje sobre la densidad de las plantulas,
seguidos por el porcentaje de la materia
organica, el pH y la textura (porcentaje de
arena). En parcelas donde las concentra-
ciones de P fueron mayores las densidades
de plantulas fueron mayores también, por
tanto, el P es un factor positivo para las
plantulas. Este es un resultado esperado,
pues coincide con los muchos estudios rea-
lizados en plantas (Fink et al., 2016;
Odum, 1986; Sanchez, 1981), ya que el P
estimula desde temprano el répido
crecimiento de las raices (Plaster, 2000),
independientemente de los grupos taxono-
micos.

Primavesi (1988, 1990) menciona que
los suelos del clima subtropical presentan
bajos niveles de calcio, magnesio y potasio
y que poseen grandes cantidades de 6xidos
de hierro y aluminio, minerales que son fi-
jadores del fasforo, lo que limita su dispo-
nibilidad para las plantas. Como las pobla-
ciones estudiadas de B. paraguayensis se

asientan en su totalidad sobre suelos areno-
s0s, la fisionomia de la vegetacion es simi-
lar en muchos casos a la del cerrado, y de
hecho algunas parcelas fueron asentadas en
remanentes de cerrado, por tanto, puede
asumirse que las caracteristicas del suelo
seran similares a las que se pueden encon-
trar en el cerrado brasilero. Al respecto,
Coutinho (1982), recopilando estudios de
varios autores, expuso el caracter general-
mente oligotréfico de los suelos del cerra-
do del Brasil, es decir, suelos muy pobres
en nutrientes minerales, ademas de ser muy
acidos y con niveles toxicos de aluminio
(que no es el caso de los sitios estudiados),
y se ha atribuido a esta oligotrofia la
caracteristica pronunciadamente esclero-
morfa de las lefiosas del cerrado.

El Fe ejerci6 por su parte una gran in-
fluencia inversamente proporcional en la
presencia y densidad de plantulas en los si-
tios. Si bien todos los suelos examinados
tenian excesivas concentraciones de hierro,
mucho mas que lo considerado como alto
en la referencia (>8 ppm, Figura 5), las
plantulas de B. paraguayensis se mostra-
ron sensibles a variaciones entre grandes
cantidades de Fe en los sitios.

Aunque es posible que mucha cantidad
de hierro se encuentre en forma de com-
puestos insolubles tales como el hidroxido
férrico, Fe (OH)s, es de suponer que, si el
hierro se hallaba disponible en toda la con-
centracion aparecida en los analisis, tuvo
que ejercer un rol decisivo en el estableci-
miento y densidades de las plantulas. Alli
donde los valores de hierro fueron mas al-
tos no se establecieron plantulas o bien la
presencia de ellas fue méas escasa (Tabla 4,
Anexo 2c).

El hierro puede resultar toxico en altas
concentraciones. Puede actuar catalitica-
mente a través de la reaccion de Fenton pa-
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ra generar radicales hidroxilos, que pueden
dafar lipidos, proteinas y ADN en las célu-
las (Connolly & Guerinot, 2002). Al igual
que otros metales del grupo de transicion el
hierro puede generar estrés oxidativo, que
es la oxidacion destructiva de las proteinas,
DNA, esteroides y lipidos insaturados de
las membranas por acciéon de metabolitos
reactivos de oxigeno como el peréxido de
hidrégeno, que requiere Fe en forma FeO,
(Benavides Mendoza, 1999). Esta cualidad
del hierro podria ser una causa por la que
en algunos sitios con mayor exceso de hie-
rro podria estar inhibiendo la germinacion
de las semillas o bien, el desarrollo del em-
brién a plantula.

Otro aspecto muy importante a conside-
rar sobre las concentraciones de P y Fe tie-
ne que ver con los procesos quimicos que
ocurren en el suelo con estos dos elemen-
tos, que no estan aislados sino formando
compuestos diversos (Plaster, 2000).

Los resultados del analisis mostraron
también que, ademas de las concentracio-
nes de P y Fe, son importantes las pequefias
variaciones de pH, materia organica y are-
na para el desarrollo de las plantulas.

El pH del sueloes un factor indirecto
que tiene mucha influencia en el desarrollo
de las plantas, asi como también en la
cantidad y actividad de los microorga-
nismos en el suelo, que regulan en alto gra-
do la mineralizacién de la materia organica
y por lo tanto son imprescindibles para la
fertilidad, aportando macronutrientes y
oligoelementos. Otro factor también muy
perjudicial para las plantas en los suelos
fuerte-mente &cidos es la toxicidad del
aluminio (Goodland, 1971), ya que su solu-
bilidad aumenta a medida que disminuye el
pH (Fassbender & Bomemisza, 1987). Pe-
ro este factor no ha sido determinante en la
abundancia de las plantulas ya que en la

mayoria de los sitios muestreados no se ha
detectado aumento del aluminio en suelos
cuyo pH ha estado oscilando entre ligera-
mente &cidos y acidos.

Otro ejemplo de que el pH puede cam-
biar el estado de los nutrientes es el fos-
foro. Si el pH baja de 5,8, el fosforo reac-
ciona con el hierro y produce un com-
puesto insoluble. Por encima de un pH de
6,0 la reaccion se invierte y el compuesto
libera el fosforo.

A un pH maés alto el foésforo reacciona
con el calcio, inmovilizandolo en un com-
puesto insoluble. Otros nutrientes también
tienen sus rangos de disponibilidad para las
plantas conforme el pH del suelo. Sanchez
(1981) informa que la gran mayoria de los
suelos de los tropicos son é&cidos (esta
referencia incluye los suelos de Paraguay,
hasta latitudes un poco mayores que los 23°
de latitud) y se puede generalizar con
seguridad que una gran proporcién de los
tropicos estd ocupada por suelos con valo-
res de pH menores de 6.

El contenido de materia organica en el
suelo es un buen indicador de la fertilidad
del suelo, especialmente por su capacidad
de suministrar nutrientes como el nitr6-
geno y otros a las plantas (Rodriguez &
Rodriguez, 2002). Segun Plaster (2000) del
97 al 99% del nitrégeno se halla contenido
en la materia organica. Por tanto, es posi-
ble, de manera indirecta, percibir la accién
del nitrégeno en el establecimiento de las
plantulas en los sitios, aun a pesar del bajo
porcentaje de materia organica registrado
en las parcelas. Las diferencias de porcen-
taje de materia organica han mostrado ser
suficientes para marcar algunas leves pero
significativas diferencias en el estable-
cimiento de las plantulas en las parcelas.
Por tanto, es muy probable que una mayor
disponibilidad de materia orgéanica segura-
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mente esté correlacionada con una mayor
disponibilidad de nitrégeno.

Un resultado que no tiene directamente
que ver con la densidad de las plantulas,
sino con las caracteristicas de los suelos
estudiados es que en los sitios donde el fos-
foro estaba aumentado la materia organica
estaba reducida y viceversa. Con respecto
a las relaciones de disponibilidad del
fosforo en el suelo en relacion a la materia
organica y la absorcion del hierro son
discutidos por varios autores. Fink et al.
(2016) informan que los éxidos de hierro
prevalecen en los oxisoles tropicales y sub-
tropicales. La presencia de uno de ellos, la
goethita, es favorecida por los altos conte-
nidos de materia orgéanicay el pH acido en
los suelos. Los &cidos organicos en el suelo
también pueden competir por los sitios de
adsorcién de fésforo o, si se adsorbieron
previamente, pueden alterar la carga super-
ficial de 6xidos de hierro y hacer que los
fosfatos sean repelidos electrostaticamen-
te. La sorcion de fésforo disminuye en am-
bos casos. Los autores postulan que la ad-
sorcion del fosforo puede ser sustancial-
mente reducida por 6xidos de hierro en
presencia de compuestos organicos.

Sin embargo, Afif et al. (1995) sugieren
que la accion de bloqueo de los compues-
tos organicos sobre la sorcion de fésforo es
solo transitoria. Estos autores hallaron que
la concentracion de acidos organicos de
bajo peso molecular en extractos de suelos
que contienen fosforo aumenta; esto sugie-
re que los &cidos pueden retrasar, pero no
prevenir la adsorcién de fosforo.

Gonzalez et al. (1974) mencionan que
no existe relacion entre el nivel de materia
orgénicay el fosforo disponible, su estudio
informa que suelos que presentaron defi-
ciencia de fosforo tenian bastante materia
orgénica. La deficiencia de fosforo en sue-

los comparativamente altos en nitrégeno y
materia organica se atribuyé a un efecto
indirecto de la absorcion de NOs por la
planta. Ocurre que cuando la planta absor-
be N-NO; (N en forma de nitrato), hay
excrecion de OH o HCO-3 desde la raiz,
incremento del pH en la interfase suelo
raiz, aumento en la proporcién de HPO=4
sobre los H,PO-4, y por ende menor solu-
bilidad y absorcién de fosforo. Efectos
contrarios a los nombrados acarrearia la
utilizacién de N-NH,4 por la planta (PPI,
1999).

Otro factor edéafico influyente en la den-
sidad de las plantulas fue la textura, en este
caso mayores porcentajes de arena tuvie-
ron una influencia positiva sobre la abun-
dancia de plantulas. Todos los sitios tuvie-
ron un alto porcentaje de arena, que oscild
entre el 81 a 92%. Aunque en los sitios con
mayor densidad de plantulas el porcentaje
de arena fue levemente mayor, tuvo un sig-
nificado estadistico y relevancia bioldgica.
Es importante recordar que un alto porcen-
taje de arena en el suelo mantiene tasas de
infiltracién y aireacion muy buenas (Plas-
ter, 2000) pero retienen muy poco los
nutrientes pues son lixiviados con facili-
dad a los horizontes més profundos del
suelo.

CONCLUSIONES

Los analisis de los resultados revelaron
que las variables edéaficas, asi como los fac-
tores de manejo, cobertura, uso del suelo y
altima quema; ejercen influencia sobre la
variabilidad de la densidad de plantulas en
las parcelas muestreadas.

La variabilidad de la densidad de plan-
tulas en los sitios de la Region Oriental de
Paraguay pudo ser explicada por el mode-
lo, basado en variables edéaficas, en un
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95,5% (valor de la deviance o varianza por
el método de la maxima verosimilitud),
donde el fosforo contribuy6 con el 63,09%,
el hierro con el 21,47%, el pH con el
2,02%, la materia organica con 2,43%, y el
porcentaje de arena en el suelo con el
5,48% de la variabilidad.

Respecto a los resultados del modelo
con las variables edéficas podria inferirse
gue, en sitios con mayores concentraciones
de fosforo habrd mayor densidad de
plantulas; en sitios con mayores concentra-
ciones de hierro habrd menor densidad de
las pléntulas. En sitios con bajas concen-
traciones de hierro y altas concentraciones
de fosforo y un pH levemente acido la
densidad seré alta, pero en sitios con altas
concentraciones de hierro y bajas concen-
traciones de fésforo, si el pH es levemente
acido probablemente no se encuentre nin-
guna plantula, en cambio si fuera muy aci-
do, si habria posibilidad de encontrar al
menos una plantula en el sitio. Es decir,
que, aunque la contribucién del pH sea
pequefia, resulta determinante en el esta-
blecimiento de al menos algunas plantulas
en los sitios con altas concentraciones de
hierro y bajas concentraciones de fosforo.
Lo mismo se puede decir de la materia
orgénica y el porcentaje de arena, que
influyen de manera directamente propor-
cional a la densidad de plantulas, de modo
que a mayor concentracion de materia or-
ganica y mayores porcentajes de arena en
la textura del suelo aumentaria la densidad
de plantulas.

Un aspecto importante derivado de este
estudio es que se pudo vislumbrar superfi-
cialmente la complicada relacion entre los
componentes del suelo y su importancia en
el establecimiento, y la supervivencia de
las plantulas hasta que puedan pasar a la
siguiente franja etaria.

Si bien cada uno de los factores de
manejo mencionados, al ser testeados por
andlisis de varianza no mostraron ser
estadisticamente significativos, por separa-
do mostraron tener una marcada influencia
sobre la densidad de las plantulas.

Asi, por ejemplo, se puede afirmar en
este estudio que la cobertura fuerte
(Cob_S/F) influye de manera negativa al
reclutamiento de las plantulas; el uso ur-
bano (Uso_U) influye positivamente sobre
el mismo; y la Gltima quema (UQ_QI), las
guemas intermedias (de los afios 2014 al
2015) también influyeron positivamente en
las densidades actuales de las plantulas.

No se ha logrado determinar el grado de
influencia de estas variables en conjunto
con las demés. Teniendo en cuenta que la
muestra era pequefia, lo mas probable es
gue se tenga que ampliarla para incluir es-
tos parametros, ya que se introducirian tres
factores con tres niveles cada uno. Asi se
tendrian al comienzo del modelado nueve
variables.

Ninguna de las variables meteorol6-
gicas testeadas mostro influir significativa-
mente sobre la densidad de plantulas en la
ROP.
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VARIABLES DAPI Ph MO P Ca2 Mg2 K. NA. ALH Cu Zn Fe Mn
DA Pl 1.00 023 -0.20 071 -0,14 -0.18 -0.25 0.59 -0.25 -0.21 030 -0.65 -0,07
%TRPI -0,02 0,17 0,09 -004 -0,17 -0.16 026 -0.11 -0,31 -0.25 0.07 -021 -0.18
%R _TOTAL -0.05 0.22 -0.12 -0,09 -022 -0.28 0.12 -0.01 -0.36 -0.22 -0.01 -0.29 -0.28
INEX -0.23 -0,30 -023 -0.01 -0,32 -0,37 -0,22 -0.24 013 -0,18 -0.01 028  -0.05
%INEX -0.23 -0,30 -0.23 -0.01 -0,32 -0.37 -0,22 -0.24 013 -0,18 -0.01 028  -0.05
1Q 0,11 035 0,19 037 -023 -0.28 0.15 -0.27 -033 -0.46 034 0,07 0.11
pH 023 1,00 0,08 0,54 0.16 025 0,53 006 -0,94 -0.03 029 -0,19 0,23
MO -0.20 0,08 1,00 0.06 0,56 0.55 0,74 -0.36 0,01 039 046 040 = 0.67
P 071 0,54 006 1,00 0,03 0,00 0,18 028 -0,52 -0.09 028 -0,32 0,08
Ca.2 -0.14 0,16 0,56 0,03 1,00 0.76 0,66 -0.24 0,02 024 002 019 0.55
Mg.2 -0,18 025 0,55 000 0,76 1,00 066 0,05 -0,10 0,60 -0.05 0,08 035
K. -0.25 0,53 0.74 0.18 0.6 066 1,00 -042 -0.45 023 029 032 061
NA. 0,59 006 -036 028 -024 005 -042 1,00 -015 016 011 @ -0.83 -0.28
ALH -0.25 -0,94 0,01 -0.52 002 -0,10 -0.45 -0.15 1,00 0.06 -0.38 032 -0.22
Cu -0.21 -0,03 0.39 -0.09 024 0,60 023 0.16 0,06 1,00  -0,06 0,08 0,09
Zn 030 029 046 028 002 -005 029 011 -038 -006 1,00 -0,15 0,68
Fe -0.65 -0.19 0.40 -0.32 0.19 0,08 032 -0.83 032 0,08 -0.15 1,00 0.17
Mn -0,07 023 0.67 0.08 0.55 035 061 -028 -022 0,09 | 0.68 0.17 1.00
ARENA 0,19 033 -0,30 035 -062 -0.50 -0,14 -0.04 -0.35 -046 0,10 -0,14 -0.27
LIMO -0,17 -0.54 -0.11 -0.54 021 0.18 -0.32 0.23 0.51 041 -025 0,01 -0.14
ARCILLA -0.09 024 072 020 081 0.66 0.77 -0.29 -0.17 021 0.21 0.25 0,71
X?R“— -0.33 041 049 005 0,18 0.21 0,70 -0.66 -0,38 -0.01 022 044 0.34
min2015

XI?R“— -0,49 -0.35 0,18 -0.45 037 0,06 0,16 -0.71 044 -0.01 -0.08 074 0.23
max2015

;ﬁ:‘—mm -0,27 043 0,54 004 022 0.26 0,73 -0.61 -039 0,00 034 038 043
;I;SM‘E( 0,08 -0,53 -0,41 -023 -0,08 -0.31 -0,58 0.21 049 0,07 -020 001 -0.31
ETP 0,14 -0.38 -0,49 0.10 -0.38 -0.45 -0.51 0.33 022 0,05 -020 -0.25 -0.33
P/ETP 0,11 036 0.49 0,00 020 039 043 000 -033 0,15 0.50 -0,07 0.30
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Anexo 1b

XPRM_ XPRM_ PRAmm XT°maix

VARIABLES AREN LIMO ARCIL iouyo18 mis 2015 2015 2015

ETP P/ETP 1IQ %TRPl %TR INEX %INEX

DA PL 019 -0.17 -0.09 -033 -049 -027 008 0.4 011 011 -002 -005 -023 -023
%TRPI 030 -030 -007 041 -027 040 -038 -0.17 034 031 100 091 -020 -020
%R TOTAL 023 -0.13 -022 018 -030 017 -0.15 005 012 011 091 100 -029 -0.29
INEX 0.18 -0.14 -0.11 019 034 008 010 022 -025 026 -020 -029 100 1,00
%INEX 0.18 -0.14 -0.11 019 034 008 010 022 -025 026 -020 -029 100 1,00
1Q 069 -081 002 061 -017 057 -066 -050 042 100 031 011 026 026
pH 033 -054 024 041 035 043 -053 -038 036 035 017 022 -030 -030
MatOrg. 030 -0.11 072 049 018 054 -041 -049 049 019 009 -0.12 -023 -0.23
P 035 -0.54 020 005 -045 004 -023 0.0 000 037 -004 -009 -001 -001
Ca2 062 021 08 018 037 022 -008 -038 020 -023 -0.17 -022 -032 -0,32
Mg.2 050 018 066 021 006 026 -031 -045 039 -028 -0,16 -028 -037 -037
K. 0.14 -032 077 070 016 073 -058 -051 043 015 026 012 -022 -022
NA. 004 023 -029 -066 -071 -061 021 033 000 -027 -0.11 -001 -024 -024
ALH. 035 051 -017 -038 044 039 049 022 -033 -033 -031 -036 013 0,13
Cu 046 041 021 -001 -001 000 007 005 015 -046 -025 -022 -0.18 -0.18
Zn 010 -025 021 022 -008 034 -020 -020 050 034 007 -001 -001 -001
Fe 20.14 001 025 044 074 038 001 -025 -007 007 -021 -029 028 028
Mn 027 -014 071 034 023 043 -031 -033 030 011 -0,18 -028 -0,05 -0,05
ARENA 100 -0.85 -052 033 -037 032 -050 000 003 069 030 023 018 0,18
LIMO 085 100 -002 -061 032 -059 079 027 -0.18 -0.81 -030 -0.13 -0.14 -0,14
ARCILLA 052 -002 100 035 019 034 -032 -043 024 002 -007 -022 -0.11 -0.11
XERML 033 -061 035 100 027 098 -073 -0.64 056 061 041 018 019 0.19
min2015

XERM. 037 032 019 027 100 027 034 -0,17 -001 -0,17 -027 -030 034 034
max2015

;ﬁ‘:—“‘m 032 -059 034 098 027 100 -072 -0.67 0.65 057 040 0.17 008 008
;(oTwmaX 050 079 -032 073 034 072 100 061 -050 |-0.66 -038 -0,15 0,10 0,10
ETP 000 027 -043 -064 -017 -0.67 061 100 -082 -0.50 -0.17 005 022 022

P/ETP 0.03 -0.18 0.24 0.56 -0.01 0.65 -0.50 -0.82 1.00 042 034 0.12 -0.25 -0.25
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Anexo 2
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Gymnopus aquosus (Bull) Antonin & Noordel. (Agaricales — Omphalotaceae): nuevo
registro parala micobiota de Paraguay. Gymnopus es un género diverso que se distribuye por
el mundo con aproximadamente 300 especies, sin embargo, en base a estudios previos, para
Paraguay solo se conoce una especie. El objetivo del presente trabajo es describir, ilustrar y
discutir a G. aquosus, encontrada en el departamento Central de Paraguay. Esta especie se
caracteriza por sus basidiomas higréfanos, de castafio a amarillo claro, el estipite con la base
ensanchada, y queilocistidios cilindricos a claviformes. Se diferencia de G. dryophilus porque
esta presenta queilocistidios diverticulados, y de G. subaquosus, porque esta Ultima posee
caulocistidios, los cuales no fueron observados en los especimenes coleccionados.

Palabras claves: Micobiota, Gymnopus, Collybia, Paraguay.

Gymnopus aquosus (Bull.) Antonin & Noordel. (Agaricales — Ophalotaceae): new record
for Paraguay. Gymnopus is a diverse genus that is distributed around the world with
approximately 300 species, however, based on previous studies, only one species is known for
Paraguay. The aims of this paper is to describe, illustrate and discuss G. aquosus, found in the
Central Department of Paraguay. This species is characterized by its brown to light yellow
hygrophane basidiomes, a stipe with a widened base, and cylindrical to claviform cheilocystidia.
The reported species differs from G. dryophilus in that the latter has diverticulated cheilocystidia,
and from G. subaquosus, in the fact that the latter has caulocystidia, which were not observed in
the collected specimens.

KeyWords: Micobiota, Gymnopus, Collybia, Paraguay

INTRODUCCION de la Reserva Laguna Blanca.
o o . . Respecto a los Agaricales, estudios
La diversidad fingica a nivel mundial  recientes han aumentado considerable-
se ha estimado en aproximadamente mente el conocimiento de la diversidad de
1.500.000 especies de hongo§, de-los este grupo de organismos en el pais
cuales se conocen 63.000 especies (Villa- (Flecha et al., 2013, 2014; De Madrignac
lobos-Zapata & Mendoza Vega, 2010). gt al., 2013; Campi & Maubet, 2015,
Los primeros estudios sobre hongos para  2p16: Campi et al., 2015, 2016, 2017;
el pais datan del siglo XIX (Spegazzini, Maubet et al., 2017), conociéndose un
1888), y a partir de esos, recién en la o131 de 148 especies de hongos
década del 90 se retoma la investigacion agaricoides para Paraguay (Flecha &
de los macrohongos en Paraguay (Zanotti-  Njyeiro, 2018).
Cavazzoni, 1996; Gullon, 2011) y mas Gymnopus es un hongo agaricoide,

recientemente  Campi et al. (2013) perteneciente a la familia Omphalotaceae,
presentan un compendio sobre los Hongos  ge gistribucion cosmopolita, con aproxi-
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madamente 300 especies. Surge de la
division de Collybia propuesta por
Antonin et al. (1997), el cual en base a
caracteres de pileipellis, color de la
esporada y superficie del estipite, los
divide en tres géneros bien delimitados:
Collybia, Gymnopus y Rhodocollybia
(Mata et al., 2004).

Gymnopus se caracteriza por tener
basidiomas  colibioides, rara  vez
tricolomatoides o marasmioides, con pileo
convexo a aplanado, con la superficie seca
a ligeramente viscosa, glabra o con
fibrillas radialmente innatas, apretadas u
ocasio-nalmente distantes, con estipite
central, liso o estriado, usualmente esbelto
con corteza cartilaginosa y con micelio
basal (Murril, 1916; Antonin et al., 2013).
Las basidiosporas forman una esporada
blanca, son elipsoidales a lacrimoides, de
paredes delgadas hialinas, y sus
queilocistidios son cilindricos a clavi-
formes, generalmente flexuosos o coraloi-
des. Uno de los caracteres mas deter-
minantes para identi-ficar a Gymnopus es
la pileipellis, la cual esta conformada por
un cutis o ixocutis de hifas cilindricas
dispuestas radialmente, con elementos
terminales lisos a coraloides irregulares
(Antonin et al., 1997).

Actualmente, Flecha & Niveiro (2018)
en base a datos bibliograficos, citan cinco
especies de Collybia para Paraguay:
Collybia aurantiella (Speg.) Speg.,
Collybia brasiliensis (Berk. & Mont.)
Dennis, Collybia micheliana (Fr.) Quél.,
Collybia muscigena (Schumach.) P.
Karts., y Collybia nivea (Mont.) Dennis
(Spegazzini, 1888; Perla et al., 2014),
ademas de una especie de Gymnopus: G.
peronatus (Bolton) Gray, (Spegazzini,
1919). Sin embargo, la especie
identificada en este trabajo como G.

aquosus aun no es conocida para el pais,
por lo que el objetivo del presente trabajo
es describir esta especie en base a los
materiales encontrados en Paraguay,
ilustrarla y discutir las diferencias con las
especies préximas.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares colectados fueron
fotografiados y descriptos macroscopi-
camente in vivo, teniendo en cuenta las
caracteristicas organolépticas (olor, sabor,
consistencia, etc.). Para la identificacion
del ejemplar se utilizaron claves
dicotomicas de diferentes  fuentes
bibliogréaficas (Murril, 1916; Guzman,
1977; Antonin, 1997), en cuanto a la
designacion de colores (ej.: 5C5) se
realizaron de acuerdo a Kornerup y
Wanscher (1983).

Para las descripciones microscopicas
se ha seguido el método de examinacién
estandar para Agaricales (Wright &
Albertd, 2002). Se realizaron cortes a
mano alzada, montados en KOH (5%) y
Rojo Congo amoniacal (1%) para la
observacion de hifas, basidios y cistidios.
La reaccion de las esporas se analizd con
el Reactivo de Melzer al 1%. Para la
medicion de las estructuras microscopi-
cas, se realizaron 15 cuantificaciones, a un
aumento de 100x. Las medidas se dan en
rangos y fueron utilizadas las siguientes
notaciones: x= media aritmética del largo
y ancho de las esporas, Q= cociente de la
longitud y anchura de las esporas, Qx=
media de los valores Q, n=nUmero de
esporas y N= nudmero de individuos
(Niveiro et al., 2012). Se fotografiaron
todos los elementos de valor taxonoémico.

Las colecciones fueron deshidratadas y
depositadas en la micoteca del Herbario
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del Laboratorio de Recursos Vegetales de
la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales (FACEN).

RESULTADOS Y DISCUSION

Gymnopus aquosus (Bull.) Antonin &

Noordel., in Antonin, Halling &
Noordeloos, Mycotaxon 63: 363 (1997)
(Fig. 1)

= Agaricus aquosus Bull., Herb. France
pl. 17.1780-1781.

= Collybia aquosa (Bull.) P. Kumm.,
Fuhr. Pilzk (Zerbst): 114 (1871).

Pileo 20-38 mm diam., convexo a
plano, con el centro subumbonado a
levemente deprimido, higréfano, castafio
claro (6D6 a 6E6) aclarandose hacia el
margen, de marrén anaranjado (5C5)
hasta amarillo pélido (4A3) a amarillo
blanquecino  (4A2), superficie lisa,
translicidamente estriado en el margen
que se extiende un poco hasta el umbo,
levemente ondulado a algo surcado.
Laminillas adnatas, proximas, 2-4
laminillas por centimetro, delgadas, de
hasta 3 mm de ancho, de color
blanquecino a crema, con lamélulas bien
distinguibles de hasta tercer orden.
Contexto delgado a algo carnoso, de color
blanquecino. Olor agradable y sabor
indistinguible. Estipite central, 3040 x
46 mm, cilindrico, con la base
ensanchada, flexible, finamente fibrilloso,
de amarillo pélido (4A3) con tonos
anaranjado claro (5A4) con un leve
oscurecimiento en la base llegando a
marrén anaranjado claro (5B6, 5C6) en
algunos ejemplares; rizomorfo blanque-

cino a ocraceo en la base del estipite.
Esporada blanca.

Esporas 5-7,5 (-8) x 3-4 um; x= 6,5 x
3,3 um; Q= 1,5-2,6; Qx= 1,95; N= 3 n=
30; elipsoidales a cilindricas; de paredes
delgadas, lisas, hialinas, inamiloides, con
gutulas (Fig. 2a). Trama lamelar
paralela, hifas de 3,5-10 (-15) pm diam,
de paredes delgadas (Fig. 2 d). Basidios
claviformes, tetrasporicos con esterigmas
de 4-6 um de long. 18-20 x 5-6 pm (Fig.
2b). Queilocistidios 17-40 x 3,5-12 pm,
cilindricos a delgadamente claviformes
(Fig. 2c). Pleurocistidio no observados.
Pileipellis formada por hifas de pared
delgada de aproximadamente unos 2,5-20
pm de didmetro. Caulocistidios 'y
pileocis-tidios no observados. Fibulas
presentes en todas las estructuras.

Habitat: Gregarios, connados, en el
suelo sobre césped en zona urbana.
Colectado en Otofio. Esta especie también
se puede encontrar en Primavera.

Material estudiado: PARAGUAY,
Central, San Lorenzo, Campus Universi-
tario San Lorenzo, 25°20°13,24” S
57°31°17,18” W, Marzo 2014, leg.
Martinez, M. 06; Herbario de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales
(FACEN).

Distribucién: Gymnopus aquosus esta
ampliamente distribuida en Europa, y este
de Norteamérica (GBIF, 2019). En
Sudamérica, se encuentra citada solo para
Argentina (Raithelhuber, 1992; Niveiro &
Alberto, 2013).
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Fig. 1. Basidiomas de G. aquosus (MM 06). a. vista del pileo, b. vista del pie y laminillas.
Escala: 20 mm.

Obs.: El material estudiado pertenece
a la set. Levipedes (Fr.) Halling emend.
subsect. Levipedes Antonin, Halling &
Noordel., por caracteristicas como el
estipite liso y la pileipellis formada por
una estructura tipo dryophila, formada por
hifas cilindricas, delgadas (menos de 20
um, diam), con abundantes ramificaciones
irregulares (Vilgalys & Miller, 1987;
Meijer, 2008). Gymnopus sect. Levipedes
fue descripto para el neotropico por
Halling (1996), por lo que la especie aqui
mencionada se encuentra dentro de dicha
seccion.

Gymnopus aquosus se caracteriza por
sus basidiomas higrofanos, de color
castafio claro a amarillo claro, con la
superficie  transparentemente  estriada
hasta el umbo, el estipite cilindrico, con la
base ensanchada, y queilocistidios
cilindricos a claviformes (Vilgalys &
Miller, 1987; Antonin, 1997, 2013).

Esta especie es facil de confundir con
Gymnopus dryophila, la cual se diferencia
por sus coloraciones mas oscuras Yy
queilocistidios delgados, similares a hifas,

con paredes diverticuladas (Vilgays &
Miller, 1987; Kibby 2006).

Otra especie muy proxima es
Gymnopus  subaquosus De  Meijer,
recientemente descubierta en Brasil,

asociada a Araucaria angustifolia. A

diferencia del material estudiado, G.
subaquosus  presenta  caulocistidios
cilindricos, con  protuberan-cias 0

ramificaciones apicales, queilocis-tidios
levemente diverticulados y lamini-llas
mas delgadas, de hasta 3 mm (vs. 3-5 mm
en especimenes europeos) (Meijer, 2008).
Si  bien, el material encontrado en
Paraguay coincide con el material de G.
subaquosus en el ancho de las laminillas
(hasta 3 mm), éste podria ser un caracter
variable, y al no haber observado
caulocis-tidios, caracter diagnéstico para
G. subaquosus, consideramos que la
especie aqui identificada forma parte del
concepto de G. aquosus. Sin embargo,
estas dos especies, junto con G. dryophila,
forman un complejo de especies similares
entre si, y habria que considerar estudiar
nuevas colecciones de Sudamérica, para
corro-borar cuales son las especies
presentes.
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Fig. 2. Elementos microscépicos de G.
aquosus (MM 06). a. esporas, b. basidios,
¢. queilocistidios, d.hifas de la trama .
Escala: 10 um.

Gymnopus peronatus (Bolton) Gray,
fue identificado por Spegazzini (1919)
para Paraguay, pero es una especie que
por su estipite enraizadado y superficie
pilosa en la base (Bolton, 1788; Gray,

1821) forma parte de la seccion
Vestipedes (Antonin et al., 1997).
Por otra parte, es importante

mencionar que el habitat donde se ha
encontrado el espécimen comparte ciertas
caracteristicas al ambiente de Europa y
Argentina; por lo que la aparicion de
ciertas especies nuevas en un pais, podria
deberse a especies arboreas introducidas,
asi como por otros mecanismos de
dispersién. He aqui la importancia de
describir nuevas especies que ayuden a
entender la biodiversidad, distribucion y
su conservacion.
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Morfologia polinica de algunas especies de la familia Acanthaceae del Cerro koi. El
Monumento Natural Cerro Koi es un area protegida que se encuentra en el Departamento Central
del Paraguay. Cuenta con una extension de 12 hectéreas. Presenta 116 especies vegetales
distribuidas en 40 familias botanicas. En este trabajo se describe la morfologia polinica de las
cuatro especies botanicas pertenecientes a la familia Acanthaceae presentes en el sitio, con la
finalidad de constituir una base de referencia para posteriores estudios que puedan llevarse a
cabo en el area de palinologia en el pais. Los granos de polen fueron procesados siguiendo
métodos convencionales, las observaciones y descripciones morfométricas se realizaron con
ayuda del microscopio éptico. En total se describieron los granos de polen de cuatro especies:
Justicia brasiliana, Justicia ramulosa, Justicia rusbyi y Streblacanthus dubiosus. Los granos de
polen de las especies pertenecientes al género Justicia presentan simetria bilateral, exina
tectada suprareticulada e islas de exina que varian en numero, distribuidas por la superficie. La
Unica especie de Streblacanthus sin embargo presenta simetria radial y exina semitectada
reticulada.

Palabras clave: polen, morfologia, sistematica vegetal.

Pollen morphology of some species of the Acanthaceae family of Cerro koi. The Cerro Koi
Natural Monument is a protected area located in the Central Department of Paraguay. It has a 12
hectare &rea and 116 plant species distributed in 40 botanical families. This paper describes the
pollen morphology of the botanical species belonging to the Acanthaceae family present on the
site, with the purpose of constituting a reference base for further studies that can be carried out in
the field of palynology in the country. Pollen grains were processed following conventional
methods, morphometric observations and descriptions were made with the help of the optical
microscope. In total, pollen grains of four species were described: Justicia brasiliana, Justicia
ramulosa, Justicia rusbyi and Streblacanthus dubiosus. The pollen grains of the species
belonging to the genus Justicia have bilateral symmetry, supra-cross-linked exine and exine
islands that vary in number, distributed over the surface. The only species of Streblacanthus,
however, has radial symmetry and reticulated semi-connected exine.

Keywords: pollen, morphology, plant systematics.

INTRODUCCION doce hectireas y es conocida por su
formacion de areniscas columnares
El Cerro Koi es un éarea silvestre (Roche, 2014). Se encuentra al sur-este
protegida que se encuentra bajo categoria  del centro del distrito de Aregud, capital
de manejo de Monumento Natural (Ley del departamento Central-Paraguay.
N°179, 1993). Presenta una extension de
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Soria & Basualdo (2004) registran para
el Cerro Koi y Chorori 116 especies
vegetales, distribuidas en 40 familias
boténicas, siendo la familia Acanthaceae
de particular interés por su potencial uso
ornamental.

La familia Acanthaceae es pantropical,
presenta plantas comdnmente con habito
arbustivo y herbaceo, de flores llamativas
con céliz 4-5 lobulado y corola bilabiada,
estambres generalmente en nimero de 2 a
4, con anteras dorsifijas, a veces con
estaminodios (Ezcurra, 1999, Zomlefer,
1994).

En Paraguay, se tienen registros de
aproximadamente 30 especies del género
Justicia L., con distribucion en la regién
Oriental y Occidental del pais. Para el
género Streblacanthus Kuntze sin embar-
go, se registra solo una especie en la
region Oriental del pais.

En este trabajo, se realiza el estudio de
la morfologia de los granos de polen de
tres especies del género Justicia L. y una
del género Streblacanthus Kuntze.

El grano de polen es la estructura re-
productiva masculina de las plantas supe-
riores. Se encuentra rodeado de una grue-
sa pared que lo protege del ataque micro-
bico, la desecaciéon y la radiacién solar
(Molina, 2004). Sus caracteristicas morfo-
métricas permiten la identificacion de gru-
pos taxondémicos (Pire et al., 1998).

Pire et al (2006) describe la morfologia
polinica de la familia Acanthaceae como
euripalinica, con granos de polen muy
diferentes entre ellos, de 2-4 colporados a
3 colpados y 2-6 porados, con simetria ra-
dial o bilateral y, dimensiones que van de
mediano a grande. En Argentina y Brasil
se han llevado a cabo descripciones mor-
fométricas de granos de polen de especies
pertenecientes a los géneros Dicliptera

Juss., Dyschoriste Ness, Geissomeria
Lindl., Hygrophila R. Br., Justicia L.,
Poikilacanthus  Lindau, Ruellia L.,
Stenandrium Nees, y Streblacanthus
Kuntze

MATERIALES Y METODOS

Para las colectas botanicas se realiza-
ron recorridos aleatorios al interior de las
formaciones vegetales, se tomaron foto-
grafias de las flores con una cdmara foto-
grafica modelo Nikon D5100, previa co-
lecta. Los ejemplares colectados fueron
identificados con el apoyo de ejemplares
de herbario y el uso de claves de identifi-
cacion taxonomicas. Las caracteristicas
taxondmicas y morfologicas de cada
ejemplar como mediciones de flores,
hojas y peciolo para la descripcion del
material botanico, fueron corroboradas
con previas descripciones hechas para las
especies con distribucion en Paraguay y
Argentina. La nomenclatura fue actualiza-
da segun la base de datos online de
Trépicos y Darwinion. Se colectaron las
especies  Justicia brasiliana  Roth.,
Justicia ramulosa (Morong) C. Ezcurra,
Justicia rusbyi (Lindau) V.A.W. Graham

y Streblacanthus dubiosus (Lindau)
V.M.Baum.
De las especies colectadas e

identificadas se obtuvieron los granos de
polen directamente de las anteras de las
flores abiertas, que fueron procesados si-
guiendo la técnica de acetolisis de Erdt-
man (1960), posteriormente fueron mon-
tados en un portaobjetos con glicerina gli-
cerinada y sellados con parafina para su
observacién al microscopio.

Los preparados palinolégicos obteni-
dos se depositaron en el herbario de la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales de
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la Universidad Nacional de Asuncion
(FACEN-UNA) catalogados con la sigla
PAL-FACEN-UNA. Los especimenes de
herbario de las colectas, se encuentran
depositados en el herbario de la FACEN-
UNAy en el herbario de la FCQ-UNA.
Para la observacion, descripcion y
medicion de los granos de polen se utilizd
el microscopio Optico (M.O) ZEISS,
modelo Primo Star. Se obtuvieron micro-
fotografias de los granos de polen con un
aumento de 1000x, utilizando la camara
incorporada al M.O Axiocam ERc 5s.
Para la descripcion de la morfologia
polinica de las cuatro especies se anali-
zaron y midieron en los granos de polen
los siguientes parametros: eje polar (P),
didmetro ecuatorial (E) y relacion P/E

para la forma, asi como el espesor de la
exina. El tamafio fue establecido en base a
la longitud del eje mas largo, la forma sin
embargo fue determinada en base a la
relacion P/E. Para todos los caracteres
analizados, se realizaron mediciones en 25
granos de polen. Se describieron ademas
la escultura y el tipo de apertura. La
terminologia utilizada es la propuesta por
Erdtman (1966) y Punt et al (2007).

RESULTADOS

Justicia brasiliana Roth (Figura 1)
Descripcion boténica: Subarbusto de
aproximadamente 30 cm de altura. Hojas
simples, con pelos cortos en el haz y
envés, laminas lanceoladas de 3,5-9 x 1,3-

Figura 1: J. brasiliana Roth a) Grano de polen, vista ecuatorial (1000x), b) Detalle del reticulo

de la exina, b) Flor (c. 3 cm de largo)
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Figura 2: J. ramulosa. a) Grano de polen, vista ecuatorial en foco superior (1000x), b) Grano de
polen, vista ecuatorial en corte éptico (1000x), c) Flor (c. 2.5 cm de largo)

3,5 cm, borde liso, base y apice agudos,
peciolos cortos de 0,5 cm. Flores sésiles,
caliz de 0,4 cm, corola de aproxima-
damente 3 cm de largo, de color rojo, an-
gostas, dispuestas en inflorescencias ter-
minal en espigas.

Descripcion palinolégica: Polen iso-
polar, con simetria bilateral, de tamafio
grande y forma de prolato a perprolato.
Exina semitectada reticulada, con 2.3 (1.6
-3.1) um de espesor. Nexina con espesor
de 0.9 (0.4 - 1.4) um y sexina con espesor
de 1.4 (0.9 -1.9) um. Presenta 4 a 5 filas
longitudinales de islas de exina. Cada fila
con mas de 10 islas de exina.

Apertura 2-colporado, con poro circu-
lar.

Dimensiones: P= 65,8 (49,7-81,9) um,
E= 36,7 (26,9 -46,6) um, P/E= 1,7 (1,5~
2) pm.

Material de referencia. CENTRAL:
Monumento Natural Cerro Koi
[25°20°10°°S; 57°34°26”” W] 12/X1/2018.
Marchi, P.71. (FCQ-UNA). Léamina
palinoldgica: PAL-FACEN-UNA 001

Justicia ramulosa (Morong) C. Ezcurra
(Figura 2)

Descripcion botanica: Subarbusto de
aproximadamente 30 cm de altura. Hojas
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simples, con pelos cortos en los nervios
principales del envés, glabras en el haz,
laminas elipticas de 2,5-6 x 1,6-2,5 cm,
borde liso, base y &pice agudos, peciolos
cortos de 0,5-0,7 cm. Flores sésiles, caliz
de 0,6 cm, con corola de 2,5 cm de largo,
de color rosado-oscuras, angostas, dis-
puestas en inflorescencias terminal y
axilar.

Descripcion palinolégica: Polen isopo-
lar, con simetria bilateral, de tamafo
grande y forma de subprolato a prolato.
Exina semitectada reticulada, con 2,9 (2-
3,8) um de espesor. Nexina con espesor
de 1 (0,7 — 1,3) um Yy sexina con espesor
de 1,8 (1-2,6) um. Presenta 4-5 filas
longitudinales de islas de exina. Cada fila
con 6-8 islas de exina.

Descripcion palinolégica: Polen iso-
polar, con simetria bilateral, de tamafio
grande y forma de subprolato a prolato.
Exina semitectada reticulada, con 2,9 (2-
3,8) um de espesor. Nexina con espesor
de 1 (0,7 — 1,3) um y sexina con espesor
de 1,8 (1-2,6) um. Presenta 4-5 filas
longitudinales de islas de exina. Cada fila
con 6-8 islas de exina.

Apertura 2-colporado, con poro circu-
lar.

Dimensiones: P= 61,7 (53,2 — 67,9)
um, E= 44,8 (33,9-97,7) um, P/E= 1,3
(1.1 -1.6) pum.

Material de referenciaz CENTRAL:
Monumento Natural Cerro Koi
[25°20°10°°S; 57°34°26°> W] 15/1V/2018.
Marchi, P.150. (FCQ-UNA). Léamina
palinoldgica: PAL-FACEN-UNA 014
Justicia  rusbyi V.AW.
Graham (Figura 3)

Descripcion botanica: Subarbusto de
aproximadamente 90 cm de altura. Hojas
simples, pubescentes, laminas ovadas de

(Lindau)

3-12 x 2-6 cm, borde entero, base y &pice
agudos, peciolos largos de 1,5 cm. Flores
sésiles, caliz de 0,5 cm, con corola de 3,5
cm de largo, de color lila, angostas, dis-
puestas en inflorescencias terminal y
axilar.

Descripcion palinologica: Polen iso-
polar, con simetria bilateral, de tamafio
grande a muy grande y forma prolato.
Exina semitectada reticulada, con 1,1
(0,5-1,6) um de espesor. Presenta 4 filas
longitudinales de islas de exina. Cada fila
con 9-11 islas de exina.

Apertura 2-colporoidato, con poro cir-
cular.

Dimensiones: P= 93,5 (76,9-109,7)
pum, E= 57,2 (46,8-67) um, P/E=1,6 (1,4-
1,8)um.

Material de referenciaz CENTRAL:
Monumento Natural Cerro Koi
[25°20°10°°S; 57°34°26°> W] 15/1V/2018.
Marchi, P.123A. (FCQ-UNA). Lé&mina
palinolédgica: PAL-FACEN-UNA 013

Streblacanthus  dubiosus
V.M.Baum (Figura 4)
Descripcion boténica: Subarbusto de
aproximadamente 60 cm de altura. Hojas
simples, con pubescencia abundante en el
haz y envés, ldaminas ovadas de 3,5-6,5 X
1,5-4 cm, borde liso, base y apice agudos,
peciolos cortos de 0,5 cm. Flores sésiles,
caliz de 0,7 cm, con corola de 3,1 cm de
largo, de color lila, largo y angosto, tubo
de la corola de tamafio constante, dispues-
tas en inflorescencias terminales.
Descripcion palinoldgica: Polen isopo-
lar, con simetria radial, de tamafio grande
y forma prolato esferoidal a subprolato.
Ambito subtriangular. Exina semitectada
reticulada, con 2,2 (1,6-2,8) um de
espesor. Nexina con espesor de 0,9 (0,6 —
1,1) um y sexina con espesor de 1,3 (0,9 -

(Lindau)
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Figura 3: J. rushyi. a) Grano de polen, vista ecuatorial (1000x), b) Detalle del reticulo de la

exina, ¢) Flor (c. 3.5 cm de largo)

1,7) um

Apertura: Heterocolpado, con 3-colpo-
ros y 6 pseudocolpos. Poro circular. Col-
pos largos y estrechos de 36,9 (28,9-44,8)
um de largo. Surco longitudinal menos
lago que el colpo a cada lado del colporo.

Dimensiones: P= 55,9 (51,8-59,9) um,
E= 47,4 (36-51,5) um, P/E= 1,1 (1-1,2)
pm.
Material de referencia: CENTRAL:
Monumento Natural Cerro Koi
[25°19°23"°S; 57°23°54> W]
18/VI11/2018. Marchi, P.205. (FCQ-UNA).

Lamina palinoldgica: PAL-FACEN-UNA
012.

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

Las observaciones realizadas en este
trabajo permitieron caracterizar al micros-
copio o6ptico la morfologia de los granos
de polen de las cuatro especies de la fami-
lia Acanthaceae colectadas en el Cerro
koi.

Las caracteristicas en comin encon-
tradas en las cuatro especies son la polari-
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Figura 4: S. dubiosus. a) Grano de polen, vista ecuatorial en foco superior (1000x), b) Grano de polen,
vista polar en foco superior (1000x), c) Grano de polen, vista polar en corte 6ptico (1000x), d) Detalle

del reticulo de la exina, €) Flor (c. 3.1 cm de largo)

dad isopolar y el tamafio grande de los
granos de polen. En cuanto a la exina, J.
ramulosa (Morong) C. Ezcurra presenta el
mayor espesor Yy J. rusbyi (Lindau)
V.AW. Graham el menor espesor. En
todas las especies a excepcion de J. rusbyi
(Lindau) V.AW. Graham, fueron
distinguibles las capas de sexina y nexina
siendo esta Ultima de espesor ligeramente
menor. Sin embargo, para una mejor
descripcion de la exina es necesario reali-
zar observaciones al microscopio electro-
nico de barrido.

Los granos de polen de las especies del
género Justicia L. presentan en comdn la
simetria bilateral, la forma que tiende al
prolato, y la presencia de islas de exina
que segun la especie varian en nimero y
disposicién. La apertura es colporoidado
en J. rusbyi (Lindau) V.A.W. Graham y
colporado en las demas especies estudia-
das en este género.

En S. dubiosus (Lindau) V.M.Baum,
los granos de polen presentan simetria
radial y forma de prolato esferoidal a
subprolato. La apertura es heterocolpada,
con tres colpos y seis pseudocolpos.

Para J. brasiliana Roth y S. dubiosus
(Lindau) V.M.Baum los datos reportados
en este trabajo se encuentran en concor-
dancia con las descripciones aportadas por
Pire et al. (2006) e Ybert et al. (2016),
para las mismas especies con distribucién
en Argentina y Brasil, difiriendo muy
poco en lo que en medidas se refiere.
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Actividades genotdéxica y antioxidante del extracto etandlico de Mangifera indica L.
evaluadas mediante el método de captura del radical DPPHe y deteccion de alteraciones
nucleolares en células meristeméticas de Allium cepa L. Mangifera indica es una planta muy
utilizada con fines medicinales, pero existe escasa informacién sobre la toxicologia de sus flores,
por ello se propuso como objetivo, evaluar las actividades antioxidante y genotdxica del extracto
etandlico de sus flores, empleando el método de captura de radicales DPPHe y analizando
alteraciones nucleolares en células meristeméticas de Allium cepa. El ensayo DPPHe se realizd
exponiendo cantidades de 40, 80, 200, 400, 560 pg del extracto a 3,9 mg% del radical y se midié
la absorbancia a A=570 nm. Para el Allium test, las células meristeméaticas fueron expuestas a 1,
20, 40, 60 y 80 mg.mL"! del extracto por 24, 48 y 72 horas, igual que los controles, se contabilizaron
1000 células y fueron analizados con el test T. La IC50 del extracto fue de 338,2+0,5 pg, 15 veces
menor al &cido ascorbico. Mientras que en el ensayo de genotoxicidad se evidencié un aumento
significativo en la frecuencia de células con 4, 5y 7 nucléolos en la concentraciéon de 20 mg.mL™*
a las 24 horas de exposicion y en células con 4 y 5 nucléolos en 80 mg.mL! a 72 horas, ademas
se encontraron particulas nucleolares en el citoplasma en 1y 60 mg.mL* a las 48 horas y a las 72
horas en 40 y 60 mg.mL™, y en el nucleoplasma en concentraciones 40 y 80 mg.mL* a 24 horas y
72 horas en 20 mg.mL1. Sugiriendo que el extracto presenta actividad antioxidante in vitro, y
efectos genotdxicos sobre los nucléolos.

Palabras claves: Mangifera indica; NOR , radical libre, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

Genotoxic and antioxidant activities of the ethanolic extract of Mangiferaindica L. evaluated
using the DPPHe radical capture method and detection of nucleolar alterations in
meristematic cells of Allium cepa L. Mangifera indica is widely used for medicinal purposes, but
there is little information about the toxicology of this flowers, thus objective of this study was to
evaluate the genotoxic and antioxidant activities of the ethanolic extract of M. indica flowers
analyzing nucleolar alterations in meristematic cells of Allium cepa and the radical capture method
DPPHe respectively. The DPPHe assay was performed by exposing amounts of 40, 80, 200, 400,
560 pg of extract to 3.9 mg% of the radical and the absorbance was measured at A=570 nm. For
the Allium test. meristematic cells were exnosed to 1, 20, 40, 60 and 80 mg.mL"* of the extract for
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24, 48 and 72 hours, as were the controls, and 1000 cells were counted and analyzed with the T
test. The IC50 of the extract was 338.2 £ 0.5 g, 15 times lower than ascorbic acid. While in the
genotoxicity assay, a significant increase in the frequency of cells with 4, 5 and 7 nucleoli was found
in the concentration of 20 mg.mL™* at 24 hours of exposure and cells with 4 and 5 nucleoli at 80
mg.mL? with 72 hours, in addition nucleolar particles were found in the cytoplasm at 1 and 60
mg.mL"! with 48 hours and with 72 hours at 40 and 60 mg.mL"; in the nucleoplasm at 40 and 80
mg.mL* with 24 hours and with 72 hours at 20 mg.mL"1. Suggesting that the extract has antioxidant
activity in vitro, and genotoxic effects on the nucleoli of exposed cells.

Key words: Mangifera indica; NOR, free radical, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.

INTRODUCCION

La planta de M. indica es muy utilizada
con fines medicinales, estudios fitoqui-
micos con extractos de hojas y frutos han
revelado la presencia de alto contenido de
compuestos bioactivos que previenen nu-
merosas patologias como las cardiopatias,
la arteriosclerosis y enfermedades neuro-
degenerativas como la enfermedad de Al-
zheimer y la enfermedad de Parkinson
(Palafox Carlos et al., 2012; Padurariu et
al., 2013). También se le atribuyen acti-
vidades antiinflamatoria, antialérgica, anti-
helmintica, antiamébica, antimicrobial y
anticancerigena (Garcia et al., 2011; Garri-
do et al., 2004; Garcia et al., 2001; Tona et
al., 1998; Abdullah et al., 2015). Otros es-
tudios, como el de Hanhineva et al. (2010)
menciona que el extracto de semillas de M.
indica provoca un aumento en la inhibicion
de enzimas como la a-amilasa y la a-gluco-
sidasa, lo cual retarda la digestion de car-
bohidratos y la subsecuente absorcién de
glucosa, que conlleva a unadisminucién en
los niveles de glucosa postprandial en san-
gre. Bazalar et al. (2018) refirié el papel
protector de la pulpa del mango al evaluar
su actividad antioxidante y antihepatotdxi-
ca. Ashok (2014) evaluo el efecto antibac-
terial de extractos de M. indica conclu-
yendo que este puede ser utilizado como
agente antibacteriano en nuevos farmacos,
este efecto podria estar asociado a la pre-
sencia de altas concentraciones de com-

puestos como taninos que afectan la acti-
vidad de numerosas enzimas estructurales
de bacterias y levaduras, y por consiguien-
te el desarrollo de dichos microorganis-
mos.

El producto de la decoccion de flores de
mango, es utilizado para el tratamiento de
Ulceras agudas ademas de mostrar efectos
gastroprotectores sin presentar aparentes
signos de toxicidad o efectos secundarios,
se tiene también en cuenta sus posibles
efectos antioxidantes y antigenotdxicos
por la presencia de acido galico y galato de
etilo, entre otros compuestos fenolicos, que
fueron determinados en una investigacion
donde se resalta la necesidad de encontrar
nuevos métodos para purificacion de com-
puestos presentes en las flores y los frutos.
Se tienen datos de la presencia de acidos
fenolicos, acido ascorbico, carotenoides,
acidos cindmicos, oligomeros (flavonoi-
des, xantonas, benzofenona), estilbenos,
lignanos, galotaninos, taninos condensados
y polifenoles no taninos encontrados en la
pulpa de la fruta, la corteza, las hojas y el
tallo, estos compuestos fenolicos exhiben
varias actividades farmacologicas, tales
como antidiabéticos, anticarcinogénico,
lipoperoxidacion, antimicrobial, analgé-
sico, antiinflamatorio, con efectos inmu-
nomoduladores y capacidad de quimio-
prevencion del cancer (Shaheen et al.,
2017)

Si bien se conoce la composicion
guimica, lo relacionado a sus efectos antio-
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xidantes, genotoxicos o antigenotoxicos es
poco conocido. Entre algunos de los estu-
dios realizados sobre el tema se encuentra
el llevado a cabo por Morffi et al. (2013),
guienes concluyeron mediante el ensayo
cometa que el extracto de corteza de M.
indica induce a dafios primarios al ADN de
linfocitos humanos no asi en hepatocitos de
rata bajo condiciones similares en los que
no se observaron efectos genotdxicos. Se
encuentra también el trabajo de Montoya et
al. (2003), realizado con el método DPPHe
para evaluar la actividad antioxidante de
varios extractos vegetales sobre cultivo de
linfocitos de sangre periférica humana, en
el que se observo que el extracto de hojas
de M. indica poseia una de las mayores
actividades antioxidantes, pero a ciertas
dosis se retrasa el ciclo celular, lo que se
asocia con la reparacién del ADN en fase
G2.

Alvarez et al. (2019) evalu6 la
capacidad antioxidante del extracto liofili-
zado de hojas de M. indica mediante los
métodos DPPHe, FRAP, TBARS y ABTS
y su efecto sobre el ileon de Rattus norve-
gicus Holtzman. En estos ensayos se regis-
tré que el extracto posee capacidad antio-
xidante similar o mejor al del Trolox 0,5
mM cuando se utiliza en determinadas con-
centraciones, ademas reduce el estrés oxi-
dativo inducido por H2O; en ileon de R.
norvegicus Holtzman, efecto que se atri-
buye posiblemente a su poder antioxidante.

En la investigacion de Wang et al.
(2010), realizada especificamente con flo-
res de mango para comparar dos tipos de
extraccion de aceites esenciales, una vez
obtenido el aceite esencial, se llevo a cabo
un andlisis de GC-MS al mismo, lo que
indico que el aceite esencial de las flores
posee gran cantidad de hidrocarburos mo-
noterpenos, seguido por otros compuestos

como el terpinoleno, &-3-careno, limone-
no, o terpineno y el p-cymen-8-ol, sabien-
do que algunos de estos compuestos pre-
sentan actividad antioxidante, antiin-
flamatoria, antifungica asi como efectos
sedantes.

En el presente estudio se espera poder
demostrar que el extracto etandlico de flo-
res de M. indica presenta algln potencial
genotoxico o un potencial antioxidante me-
diante los ensayos llevados a cabo, y poder
aportar de esta manera a los conocimientos
cientificos de las propiedades toxicoldgi-
cas de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal e identifi-
cacion taxonémica

La colecta de las flores de M. indica se
realiz6 dentro del campus de la Univer-
sidad Nacional de Asuncidn en la ciudad
de San Lorenzo-Paraguay, ubicada en las
coordenadas -25.3352166,-57.5255309,-
17.

Los criterios de inclusion para la colec-
ta fueron que las flores se encontraban en
estado de crecimiento, amarillas y en buen
estado ubicadas en los extremos de las
ramas. La identificacion de los arboles se
llevé a cabo tomando en cuenta el trabajo
de Pérez, (2016). Para la recoleccion de las
flores de los diferentes &rboles en la zona
de muestreo se observaron caracteristicas
como el tamafio del &rbol y que presente
hojas simples, alternas y estrechamente
elipticas; las flores colectadas se identi-
ficaron de acuerdo a la Farmacopea herbo-
laria del Paraguay (Basualdo & Soria,
1996) en cuanto al color eran blancas y
amarillas, con racimos terminales.
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Elaboracién del extracto etandlico de
flores de M. indica

El extracto etandlico de flores de M.
indica se elabord a partir de 1970g de
flores, que fueron sumergidas completa-
mente en etanol a 96° y luego de su agi-
tacion se dejé en reposo durante 15 dias,
pasado ese tiempo se evaporo el etanol en
un rotavapor a 80 °C obteniendo asi el
extracto crudo. Luego se pesé 0,1g del
extracto crudo utilizando como solvente
2mL DMSO al 2%, una vez disuelto el
extracto, se enras6 con PBS a pH: 7,4 hasta
un volumen de 1000 mL, obteniendo asi la
solucién madre que se utilizo para realizar
las concentraciones de 1, 20, 40, 60 y 80
mg.mL™,

Ensayo de toxicidad nucleolar en células
meristematicas de A. cepa

El crecimiento del tejido meristematico
radicular de A. cepa se realizd en una
germinadora a 20° + 2° C en agua de red
declorada, burbujeada por 48 horas con un
caudal de 8 L.min™. Una vez crecidas las
raices se cortaron al alcanzar una longitud
de 2 cm., luego fueron tratadas en tubos de
ensayos con 8 mL del extracto etandlico de
M. indica (1, 20, 40, 60 y 80 mg.mL™") por
24, 48 y 72 horas, como control negativo
se empled agua destilada y como control
positivo, 8-hidroxiquinoleina 0,73 mg.mL"
! en iguales tiempos de exposicion.

Una vez concluidos los tratamientos,
las raices de A. cepa fueron fijadas en una
solucion de 1:1 de formol 10%:hidroqui-
nona 1%, durante 1 hora a temperatura
ambiente (25° + 2° C); posteriormente se
lavaron tres veces las raices con agua desti-
lada durante 10 minutos. A continuacion se
introdujeron las raices en una solucion de
2% de nitrato de plata a una temperatura de
70° C durante 15 horas en total oscuridad,

transcurrido el tiempo se lavaron las raices
con agua destilada y se volvieron a fijar en
una nueva mezcla de formol:hidroquinona
1:1 durante 1 hora, finalmente se realiz6 el
squash las raices con gotas de &cido acético
50% sobre una ldmina (Hizume y Tanaka,
1980). Posteriormente se llevaron los pre-
parados de acuerdo a su respectiva concen-
traciéon y tiempo de exposicién a un mi-
croscopio optico (Boeco Germany) conta
bilizando 1000 células por tratamiento.

Método de captura del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe)

En 100 mL de Etanol seco 100° se di-
solvi6 1 gramo del extracto crudo de flores
de M. indica obteniendo una solucion stock
de 10000 pg.mL™t, a partir de la cual se
obtuvieron cantidades de 40, 80, 200, 400,
560 pg, a 2mL de cada uno, separados en
tubos de ensayo se les afiadié 5 mL de
solucion del radical libre DPPHe 3,9 mg%
en cada tubo. A continuacion, se llevaron a
vOrtex durante 1 minuto, se dejo en reposo
y en ausencia de luz a temperatura ambien-
te de 25°+2° C durante 15 minutos. Trans-
currido este tiempo se realiz6 la lectura de
absorbancia a 517 nm de longitud de onda
en espectrofotdmetro QUIMIS®. Tenien-
do en cuenta que la disminucién de la ab-
sorbancia a esta longitud de onda es pro-
porcional a la capacidad antioxidante
(Kuskoski et al., 2005).

Se utiliz6 como compuesto de referen-
cia el &cido ascorbico, por su capacidad an-
tioxidante conocida. Cada ensayo se rea-
liz6 por triplicado y se llevd a cabo la curva
de calibracion representada por los valores
medios obtenidos.

Analisis estadistico de datos

Para determinar diferencias entre los
tratamientos, los datos obtenidos mediante
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el Allium test fueron analizados con ayuda
del paquete estadistico Past version 3.0,
empleando la Prueba T o test T, con un
95% de confianza habiéndose comprobado
previamente los supuestos (Hammer et al.,
2001). Los graficos estadisticos se realiza-
ron empleando el programa GraphPad
Prism 6.00, La Jolla California USA.

Mediante los datos obtenidos con el
método del radical libre, se pudo calcular
el porcentaje de inhibicién (1%) utilizando
la siguiente formula:

(AC — AM — AB)
AC

1% = x 100

Donde:

e AM es la absorbancia de la muestra +
DPPHe

e AB es la absorbancia del
(muestra + Etanol)

e AC es la absorbancia del blanco del
reactivo (DPPHe + Etanol)

blanco

Mientras que la concentracién inhibi-
toria 50 (IC50) se calculé mediante la fun-
cion de la recta de la regresion lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de las alteraciones nucleolares
en células meristematicas tratadas.

Las observaciones evidenciaron que en
el tratamiento llevado a cabo por 24 horas,
la frecuencia de células con 1 a 3 nucléolos
fueron de 91,47% en el tratamiento de las
células con la concentracion de 1 mg.mL™,
92,85% en el tratamiento con la concen-
tracion de 20 mg.mL™, 90,98% en el
tratamiento con la concentracién de 40
mg.mL™, 92,48% en el tratamiento con la
concentracion de 60 mg.mL™' y 94,48% en
el tratamiento realizado con la concentra-

cion de 80mg.mL™!, evidenciando un in-
cremento significativo (P<0,05) s6lo aque-
Ilas muestras expuestas a las concentracio-
nes de 60 y 80mg.mL™" al ser comparadas
con el control negativo el cual present6 una
frecuencia de 98,91%, y el control positivo
que registré una frecuencia de 72,61%
(Tabla 1, Figura 1, Figura 2).

Mientras que en la cuantificacion de cé-
lulas con 4 nucléolos, éstas sufrieron un au-
mento significativo (P<0,05) en los trata-
mientos con las concentraciones de 1, 20,
40 y 80 mg.mL™" con resultados de 5,43%,
5,62%, 8,61% y 4,81% respectivamente,
en comparacion con el control negativo en
un 0,81% vy el control positivo 19,20%. En
cuanto al resultado correspondientes a cé-
lulas con 5 nucléolos evidencid un ligero
aumento significativo (P<0,05) en el trata-
miento realizado con la concentracion de
20 mg.mL™" con un porcentaje de 0,38% en
comparacion con el control negativo que
no evidenci6 células con dicha cantidad de
nucléolos, y en el control positivo se obser-
vO una frecuencia de 0,40%. Asi también
en el caso de células con 7 nucléolos se
registro un ligero aumento significativo
(P<0,05) en la exposicién con la concen-
tracion de 20 mg.mL™" con una frecuencia
de 0,38%, el control negativo no registro
frecuencia alguna y el control positivo una
frecuencia de células de 0,06%. En la
cuantificacion de células con la presencia
de particulas nucleolares en el nacleoplas-
ma, resultaron con un ligero incremento
significativo (P<0,05) los tratamientos con
las concentraciones de 1, 40 y 80 mg.mL ™!
los cuales presentaron frecuencias de
2,71%, 0,40% y 0,54% (Tabla 1,Figura 1,
Figura 2).

Por otro lado, en los tratamientos con
una exposicion de 48 horas, se obtuvo una
frecuencia de 88,75% de células con 1 a 3
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nucléolos en el tratamiento llevado a cabo
con la concentracion de 1 mg.mL?,
85,54% en el tratamiento con la concen-
tracion de 20 mg.mL ", 88,52% en el trata-
miento con la concentracion de 40
mg.mL™", 91,19% en el tratamiento con la
concentracion de 60 mg.mL ™"y 78,94% en
el tratamiento con la concentracion de
80mg.mL™', todas estas fueron significati-
vamente diferentes (P<0,05) en relacion a
los controles, hallandose en el control ne-
gativo una frecuencia de 96,95%, y en el
control positivo se registrd una frecuencia
de 90,62% (Tabla 1, Figura 1, Figura 2).

En cuanto a células con 4 nucléolos, en
el tratamiento con las concentraciones de
1, 20, 40, 60 y 80 mg.mL™" se obtuvieron
frecuencias de 6,00%, 7,52%, 10,67%,
6,04% y 19,05% respectivamente, todas
estas fueron significativamente mayores
(P<0,05) en comparacion a la encontrada
en el control negativo. En los porcentajes
de células con particulas nucleolares en el
citoplasma, se obtuvieron resultados signi-
ficativos (P<0,05) en el tratamiento con las
concentraciones de 1 y 60 mg.mL™ con
frecuencias de 5,06% y 1,51%, mientras
que en los porcentajes de células con parti-
culas nucleolares, se encontré un aumento
significativo (P<0,05) a la concentracién
de 20 mg.mL™' con una frecuencia de
6,12% (Tabla 1, Figura 1, Figura 2).

En cuanto a los resultados luego de 72
horas de exposicién, se obtuvieron fre-
cuencias significativas (P<0,05) de células
con 4 nucléolos en los tratamientos con las
concentraciones de 1, 40 y 80 mg.mL™,
con frecuencias de 8,02%, 14,41% Yy 8,92%
respectivamente, también se encontraron
frecuencias significativas de células con 5
nucléolos (P<0,05) en los tratamientos con
concentraciones de 20 y 80 mg.mL™" los
cuales presentaron frecuencias de 0,90% y

0,54%. Por altimo, se obtuvieron frecuen-
cias significativas (P<0,05) de células con
particulas nucleolares en el citoplasma en
los tratamientos con concentraciones de 40
y 60 mg.mL"! con frecuencias de 1,61% y
0,63% (Tabla 1, Figura 1, Figura 2).

Segun los resultados podriamos de-cir
que el motivo por el cual el nimero de
nucléolos en las células meristematicas va-
ria es la exposicion al extracto, ya que éste
produce la activacion por estrés del meta-
bolismo celular, el cual se relaciona direc-
tamente con la transcripcién del ADN ribo-
somico y la sintesis total de ARN en cé-
lulas de rapido crecimiento y metabolismo
activo, esto implica que los nucléolos son
fundamentales en la regulacion del creci-
miento celular (Lempidinen & Shore,
2009). Las cifras significativas obtenidas
son relevantes siendo que esto indicaria
una influencia del extracto sobre la estruc-
tura de las Regiones de Organizacion Nu-
cleolar (NOR) ya que en condiciones nor-
males las células meristematicas de A. cepa
presentan 1 a 3 nucléolos. (Mazzeo & Ma-
rin-Morales, 2015).

La tincion argéntica demostro la pre-
sencia de regiones nucleolares que varia-
ron en cuanto a tamafio y nimero, algunos
nucléolos se presentaron pequefios y nu-
merosos, siendo variables en nimero y for-
ma dependiendo de la concentracion a la
gue fueron expuestos -Figura 2. Teniendo
en cuenta estos resultados se hace énfa-sis
en que una caracteristica de las células
normales es tener pocos nucléolos, de
tamarfio reducido y a veces casi impercep-
tibles, siendo indicativos de cambio an6-
malo como el aumento del nimero de nu-
cléolos, como también el tamafio y las
irregularidades en su forma (Rodriguez,
1997). Ciertas caracteristicas como el ta-
mafio, la forma y el nimero de nucléo-los
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se utilizan como marcadores de estrés
celular, siendo uno de los factores que pue-
de afectar el funcionamiento de la mitosis
y la transformacion de células, ya que se
evidencidé en investigaciones anteriores,
donde el nimero de nucléolos dependeria
de la euploidia (Latorre et al., 2017).

Todas las unidades estructurales-fun-
cionales del nucléolo se encuentran en las
Regiones de Organizadores Nucleolares
Argiréfilas (AgNORs), siendo estas ne-
cesarias para la sintesis de ARN ribosomal,
dentro de la cual son sumamente importan-
tes dos proteinas argofilas que son, la nu-
cleolina y la nucleofosmina que estan aso-
ciadas con AgNORs de interfase, dichas
proteinas se tifien en presencia de plata
haciéndolas visibles al microscopio, estos
organulos tienen implicancia en varias
actividades celulares, ademas de la produc-
cién de unidades ribosémicas, convirtién-
dose asi en un dominio nuclear multi-
funcional. Durante la division celular, los
nucléolos se fragmentan, para posterior-
mente reconstruirse en base a las porciones
NOR, las cuales, durante la interfase esta-
ban transcripcionalmente activas mientras
que durante la mitosis se mantienen en
cierto grado descondensadas para formar
las constricciones secundarias de los
cromosomas en metafase (Stepinski,
2014).

La demanda celular de sintesis de pro-
teinas tiene que ver con la biosintesis de
ribosomas, lo que esté relacionado con el
estadio celular, siendo mayor la produc-
cién de ribosomas en células en crecimien-
to y proliferacion, lo que podria correla-
cionarse con la proliferacion acelerada de
células atipicas en ciertos tejidos (Stepins-
ki, 2014)

Teniendo en cuenta los valores obte-
nidos en este estudio, el aumento signi-

ficativo de nucléolos podria estar vincu-
lado a una aceleracion del metabolismo
celular luego de la exposicion al extracto,
considerando que segun Lacadena (1996),
en células vegetales el patron de NORs
activos por célula en todo el individuo se
mantiene constante, a diferencia de las cé-
lulas animales; ademas en el trabajo de
Lacadena se resalta que la técnica solo tifie
aquellos NORs que estaban en un estado
activo durante la interfase.

La actividad transcripcional del ARNr
esta estrechamente relacionada con el
namero de NORs de interfase, siendo esta
a su vez un indicador de células neopla-
sicas malignas por la continuidad y rapidez
con la que proliferan (Rodriguez et al.,
2010).

Aunque la funcién exacta de las
proteinas NORs es incierta, se ha demos-
trado su relacion con la proliferacion
celular y se ha sugerido que, en un ntcleo
en interfase, el nimero de AgNORs puede
reflejar el estadio de activacion y el grado
de transformacion maligna de ciertos teji-
dos; ademas, los AgNORs reflejan el grado
de proliferacién y diferenciaciéon celular.
Se ha considerado que el conteo de
AgNORs puede contribuir al diagnéstico
histol6gico, estableciendo el grado de
transformacion maligna de una lesién, por
lo que este método puede ser un auxiliar
como marcador cuantitativo en alteracio-
nes celulares incipientes antes de que los
cambios puedan ser detectados histoldgi-
camente (Leyva Huerta et al., 2004).

Ensayo de captura de radicales DPPHe

El analisis de actividad antioxidante por
el método de captura del radical libre
DPPHe mediante la ecuacion de regresion
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lineal (ERL) calculada para la curva patron
de é&cido ascorbico (AA) fue 1%=
2,66][AA]-8,83 con un valor de coeficiente
de correlacion lineal (r) igual a 0,999. El
valor de la IC50 calculada para el acido
ascorbico utilizado como patrén fue de
22,1+0,03 pg y la ICso calculada para el
extracto crudo de M. indica en estudio
generd un valor de 338,2+ 0,5 ug -Figura
3.

Para la curva del extracto crudo de M.
indica se calcul6 la ecuacién de regresion
lineal 1% = 0,1369 [EC] + 3,6936pg con un
valor de r = 0,999 -Figura 3.

Los valores de IC50 obtenidos indican
que el extracto crudo de las flores de M.
indica presenta una actividad antioxidante
15 veces menor en relacion al &cido ascor-
bico (AA) utilizado como patrén en este
experimento, lo que sugiere que este
extracto podria llegar a utilizarse para la
extraccion y purificacion de sustancias an-
tioxidantes, teniendo en cuenta que este es
el resultado de la accion de varios com-
puestos ya que hablamos de un extracto
crudo (Cardefio et al., 2007).

No se encontraron trabajos realizados
con flores de mango para saber su poten-
cial antioxidante, pero en la investigacién
llevada a cabo por Gomes et al. (2014), se
evidencio el efecto antioxidante de jugos
de pulpa de mango, el cual aumentaba al
adicionar la céascara, ademas de poseer
efectos antiinflamatorios probablemente
por sus grandes cantidades de fenoles
totales.

Segun el trabajo de Toledo et al. (2015),
el extracto de hojas de M. indica posee
efectos antioxidantes, antiinflamatorias e
inmunomoduladoras entre otras pro-
piedades que son atribuidas especialmente
a su principal compuesto bioactivo, el xan-
tonoide denominado mangiferina, el cual

podria ser uno de los responsables de la ac-
tividad antioxidante de las flores demos-
trado en los resultados de este ensayo.

En una investigacion realizada por Ba-
zalar et al. (2018), se determind la capa-
cidad antioxidante de la pulpa de mango
mediante el método de DPPHe, este mé-
todo se basa en la utilizacion del DPPHe
gue es un compuesto de color purpura que
posee un electrén desapa-reado. Al estar en
presencia de un anti-oxidante el radical
libre se estabiliza y se produce la
decoloracion hasta alcan-zar un tono
amarillento  péalido. Median-te este
fundamento, se concluyé que el extracto
etanolico de las flores de M. indica podrian
poseer efectos antioxidantes debi-do a que
en la pulpa se encontraban sus-tancias
como el é&cido ascérbico, terpenoi-des,
carotenoides y compuestos fenolicos como
la leucocianidina, catequina, epicate-
quina, acido clorogénico, quercitrina y
guercetina que pueden actuar como anti-
oxidantes naturales. Posiblemente varios
de estos compuestos se encuentren también
en las flores provocando efectos antioxi-
dantes.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

En cuanto a los resultados obtenidos en
el Allium test, se encontré un aumento
significativo en el nimero de células me-
ristematicas con mas de 3 nucléolos luego
de la exposicion al extracto en los tiempos
y concentraciones evaluados, ademas se
observo la presencia de particulas nucleo-
lares en nucleoplasma y en el citoplasma,
por lo cual dichos eventos manifiestan que
el extracto etandlico de las flores de M.
indica posee efectos genotdxicos capaces
de provocar una alteracion en el meta-
bolismo celular, debido al estrés generado
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por la exposicién al extracto crudo. En
cuanto al analisis de la actividad antio-
xidante, se concluye que el extracto de las
flores de M. indica posee una actividad
antioxidante 15 veces menor a la del acido
ascorbico (antioxidante de referencia),
siendo este un resultado importante ya que
el extracto de las flores de M. indica puede
ser un candidato para la extraccion de anti-
oxidantes naturales.

Como recomendaciones para trabajar
con la especie Mangifera indica podemos
sugerir la aplicacién de ensayos utilizando
otros organismos modelo, como Danio
rerio o Drosophila melanogaster, para
tener mayor informacion acerca de la
accion del extracto, seria importante tam-
bién analizar el DL50 del mismo. Ademas,
recomendamos confirmar la especie con un
herbario o un especialista botanico para
tener una mayor exactitud en cuanto a la
taxonomia utilizada.
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RESULTADOS

Tabla 1. indice de variacion nucleolar encontradas en células meristematicas de A. cepa
tratadas con diferentes concentraciones del extracto etandlico de flores de M. indica. N:
nucléolos; PNC: particulas nucleolares en el citoplasma; PNN: particulas nucleolares en
nucleoplasma. *: P <0,05 (significacion estadistica); NS: significacion no estadistica

Tratamiento 1-3N 4N 5N 6N 7N 8N PNC PNN
24 horas

Control Negativo 98,91 0,81 0 0 0 0 0,09 0,18

0,73 mg.mL"* 8- 72,61N8 19,20* 0,40* 0,06NS  0,06NS 0 7,16%  0,47NS

Hidroxiquinoleina

1 mg.mL1 91,47Ns 5,43* 0,27Ns 0 0 0 0,09Ns  2,71*
20 mg.mL*! 92,85NS 5,62* 0,38* 0,28Ns 0,38*  0,38NS 0,09NS 0
40 mg.mL! 90,98NS 8,61* 0 0 0 0 0 0,40*
60 mg.mL™! 92,48* 7,01N8 0,16NS 0,16NS  0,16NS 0 0 0
80 mg.mL! 94,48* 4,81* 0,15 0 0 0 0 0,54*
48 horas
Control Negativo 96,95 2,86 0,08 0,08 0 0 0 0
0,73 mg.mL?
8- 90,62* 9,28* 0,08Ns 0 0 0 0 0

Hidroxiquinoleina

1 mg.mL? 88,75* 6,00* 0,17Ns 0 0 0 5,06* 0
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20 mg.mL™? 85,54* 7,52* 0,39 0,13\ 0 0 0,26NS  6,12*
40 mg.mL™! 88,52* 10,67* 0,79\s 0 0 0 0 0
60 mg.mL™! 92,19Ns 6,04* 0,25NS 0 0 0 1,51* 0
80 mg.mL! 78,94* 19,05* 1,08NS 0,27\ 0 0 0,63\ 0
72 horas
Control Negativo 97,81 2,18 0 0 0 0 0 0
0,73 mg.mL"18-

Hidroxiquinoleina  86,13NS 13,09* 0,28Ns 0 0 0 0,47Ns 0
1 mg.mL? 91,17 NS 8,02* 0,19Ns 0,19Ns 0 0 0,39NS 0
20 mg.mL*? 93,24 NS 5,85 NS 0,90* 0 0 0 0 0
40 mg.mL? 86,65 14,41* 0,32Ns 0 0 0 1,61* 0
60 mg.mL! 93,63 NS 5,63 NS 0 0 0 0 0,73* 0
80 mg.mL™! 89,33Ns 8,92* 0,54* 0,76NS  0,10NS  0,32NS 0 0
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Fig. 1: Porcentajes de variaciones nucleolares correspondientes a A- La exposiciones de células
meristematicas de A.cepa al extracto etanélico de Mangifera indica L a distintas concentraciones por
24 horas. B- La exposiciones de células meristematicas de A.cepa al extracto etandlico de Mangifera
indica L a distintas concentraciones por 48 horas. C- La exposiciones de células meristematicas de
A.cepa al extracto etandlico de Mangifera indica L a distintas concentraciones por 72 horas.
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Fig. 2. A- Se observa célula normal con 3 nucléolos presente en el control negativo de 24 horas. B-
Dos células con tres nucléolos que presentan particulas en el citoplasma expuestos a la concentracion
de 60 mg.mL™" durante 48 horas. C- Célula con 5 nucléolos en la concentracion de 20 mg.mL™ a las
24 horas. D- Célula con 1 nucléolo en el control negativo de 48 horas. E- Dos células en la
concentracion de 80 mg.mL™" a las 24 horas de exposicion, que presentan particulas nucleolares en el
nucleoplasma. F- Célula con 4 nucléolos y particulas en el citoplasma correspondiente a la
concentracion de 60 mg.mL™! a las 72 horas. G- Célula con 7 nucléolos en la concentracion de 20
mg.mL™! a las 24 horas. H- Célula con 4 nucléolos en el control positivo de 48 horas. I- Célula con 6
nucléolos en la concentracion de 80 mg.mL™' a las 72 horas. J- Célula con 4 nucléolos en la
concentracion de 40 mg.mL™! a las 72 horas. K- Célula con 4 nucléolos en el control positivo de 72
horas. L- Célula con 4 nucléolos en la concentracion de 80 mg.mL™" a las 48 horas.
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Fig. 3. A- Porcentaje de inhibicion (%) vs concentraciones de acido ascorbico en pg. B- Porcentaje
de inhibicién (%I) vs diferentes concentraciones del extracto de Mangifera en ug.
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