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RESUMEN
Las especies silvestres Arachis correntina 'y A. villosa forman parte de la flora nativa de la provincia

de Corrientes y presentan alelos con gran potencial para la introgresion de genes al mani cultivado. Aunque
tradicionalmente se ha asumido que las especies del género son autégamas, estudios recientes muestran
diferencias en la heterocigosis y la estructuracion genética. Asimismo, observaciones indican que A.
correntina presenta dificultades para producir semillas cuando es cultivada en ausencia de insectos
polinizadores, mientras que A. villosa produce semillas abundantemente tanto en invernaculo como en
campo. El conjunto de antecedentes sugiere que ambas especies difieren en sus sistemas reproductivos:
A. correntina posee un sistema compatible con la alogamia, mientras que A. villosa es predominantemente
autégama, sin embargo, el conocimiento acerca de su biologia floral es limitado. Por lo tanto, para
comprender mejor la diversidad reproductiva dentro del género, en este trabajo se evaluaron aspectos
ecolégicos, morfologicos y funcionales de estas especies.

Las observaciones en poblaciones naturales revelaron que A. correntina presenta una elevada
exhibicion floral (densidad de flores, tamafio de la corola y longitud del hipantio) y una mayor actividad de
insectos polinizadores, que activan repetidamente el mecanismo de alas y quilla (realizando tripping). En
cuanto a A. villosa, los resultados de exhibicion floral indican una reduccioén de las estructuras de atraccion
floral, tipico en especies principalmente autégamas. Estos resultados constituyen el primer registro de
rasgos de presentacion floral asociados a una mayor atraccién a polinizadores en Arachis correntina,
indicando un sistema reproductivo compatible con la alogamia. Asimismo, se documenta por primera vez
la actividad de polinizadores nativos pertenecientes a diversos grupos taxondmicos, ademas de Apis
mellifera, evidenciando que ambas especies reciben visitas, aunque en A. correntina con mayor frecuencia.

Los andlisis de funcionalidad floral mostraron que ambas especies presentan protoginia parcial y
hercogamia, aunque con consecuencias reproductivas distintas. La morfologia estigmatica de A. villosa —
superficie amplia, retrorsa y expuesta— favorece el contacto con el polen propio incluso en ausencia de
polinizadores, potenciando la autopolinizacion. En contraste, en A. correntina, el estigma pequefio y
protegido por papilas periestigmaticas, reduce la probabilidad de autopolinizacién espontanea. El
mecanismo de desplazamiento de las anteras pequefias por elongacion de los filamentos funciona como
un émbolo floral en ambas especies, pero en A. correntina este proceso deposita polen principalmente en
el cepillo estilar, facilitando su transferencia al cuerpo del polinizador, mientras que en A. villosa puede
promover directamente la autofecundacion.

Por ultimo, los ensayos en condiciones controladas confirman que A. villosa presenta alta eficiencia
de autogamia, mientras que A. correntina no forma ginéforos por autopolinizacidon espontanea. La baja
eficiencia del tripping manual sugiere que este movimiento de alas y quilla solo reproduce parcialmente las
condiciones creadas por los polinizadores durante el contacto con la flor. Por lo tanto, la intervencion de
los polinizadores es necesaria para una transferencia polinica efectiva, especialmente en A. correntina.
Estos resultados sugieren que ambas especies utilizan estrategias reproductivas contrastantes: A. villosa
depende principalmente de la autogamia, mientras que A. correntina parece requerir de polinizadores para
alcanzar el éxito reproductivo. Estas diferencias tienen implicancias directas en estrategias de
conservacion y programas de premejoramiento, ya que la dependencia de polinizadores, la exhibicion floral
y funcional de la flor influyen en la estructura genética, la variabilidad y la eficiencia reproductiva de las

especies silvestres de Arachis.
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1. INTRODUCCION
Importancia del mani y su problema

El mani (Arachis hypogaea L.) es un cultivo industrial de gran importancia mundial, con 27,9 millones
de hectéreas cultivadas y una produccion anual de 47,1 millones de toneladas. Asia concentra el 62,5 %
de la produccién (China 36,3 % e India 19,5 %), seguida por Africa (26,1 %) y América (11,3 %) (FAOSTAT,
2019). Argentina ocupa el séptimo lugar mundial, aportando el 3 % de la produccién global (FAOSTAT,
2024), aunque es el primer exportador mundial con aproximadamente 1 millon de toneladas anuales
(Camara Argentina del Mani, 2025). EI mani se destaca como fuente de aceite vegetal, proteinas y
compuestos bioactivos como resveratrol, flavonoides vy fitosteroles (Settaluri et al. 2012; Arya et al. 2016).

Arachis hypogaea es un alopoliploide segmentario (AABB, 2n = 4x = 40; Husted 1936; Fernandez y
Krapovickas 1994) originado por hibridacion entre A. duranensis Krapov. y W.C.Greg. (subgenoma A) y A.
ipaénsis Krapov. y W.C.Greg. (subgenoma B), seguida de duplicacion cromosomica (Seijo et al. 2004,
2007). Este evento unico habria ocurrido hace 10.000 a 15.000 afios, posiblemente facilitado por el
transporte humano de A. ipaensis desde la Chiquitania boliviana al area de distribuciéon de A. duranensis
(Bertioli et al. 2019, 2020). A partir de este origen Unico, el mani ha sido domesticado y luego diversificado
en diversos agroecosistemas de Sudamérica, dando origen a dos subespecies, seis variedades botanicas
y cientos de razas locales.

Aunque morfolégicamente diverso, el mani cultivado es susceptible a diversas enfermedades
fungicas como roya, viruela y patdgenos del suelo (Thecaphora frezii, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium
rolfsii) y a diversas pestes como arafiuela y trips (Holbrook y Stalker 2003; de Blas et al. 2021; Rosso et
al. 2023). La reduccion de la base genética, producto de la domesticacion, autogamia y del uso reiterado
de pocos materiales del germoplasma primario para el desarrollo de variedades élite, ha limitado la
obtencién de variedades comerciales resistentes a estreses bidticos y abidticos (Holbrook y Stalker 2003;
Ren et al. 2014). Por el contrario, las especies silvestres del género Arachis L. son genéticamente diversas
y constituyen fuentes clave de genes de resistencia y otros caracteres de interés agronémico para el

mejoramiento del cultivo (Stalker 2017).

Las especies de la seccion Arachis como recursos genéticos del mani

El género Arachis es endémico de Sudamérica e incluye 83 especies agrupadas en 9 secciones
taxonémicas de acuerdo a las caracteristicas morfologicas, la a compatibilidad en cruzamientos
interespecificos y la fertilidad de los hibridos interespecificos (Krapovickas y Gregory 1994; Valls y
Simpson 2005, 2017; Valls et al. 2013; Santana y Valls 2015; Seijo et al. 2021, 2025). La seccién Arachis
incluye al mani cultivado y a su antecesor silvestre A. monticola Krapov. y Rigoni [ambas especies
alotetraploides (AABB) con 2n = 40 (Seijo et al. 2018)], junto a 31 especies silvestres diploides (28 con 2n
= 20, tres con 2n = 18), las que constituyen el acervo genético secundario del mani. Las especies silvestres
se distribuyen desde el limite sur de la regién Amazénica hasta el Rio de la Plata, y desde las primeras
estribaciones de los Andes hasta el Océano Atlantico (Fig. 1). Viven en la mayor parte de los ambientes
tropicales y subtropicales mésicos y abiertos, en una amplia variedad de suelos y comunidades vegetales
(Krapovickas y Gregory 1994; Valls y Simpson 2005; Bertioli et al. 2011). En Argentina viven seis especies
silvestres, cuatro de la seccion Arachis, dos de ellas, A. duranensis y A. monticola en el NOA, mientras

que las otras dos A. correntina (Burkart) Krapov. y W.C.Greg. y A. villosa Benth en el NEA.
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Figura 1. Area de distribucion de las especies de la seccion Arachis (rojo). en gris se muestra la

distribucién del género Arachis. Figura adaptada a partir de Krapovickas y Gregory (1994).

Las especies de la seccidon Arachis muestran una amplia variabilidad en cuanto a sus requerimientos
ecolégicos, pero también en cuanto a su constitucion gendmica. Hasta el momento se han descripto seis
tipos genémicos en base a la cruzabilidad de las mismas y sus caracteres cromosémicos y gendmicos
(Stalker 1991; Robledo y Seijo 2008, 2010; Robledo et al. 2009; Silvestri et al. 2015; Seijo et al. 2017). Por
sus diversas adaptaciones, estas especies constituyen importantes fuentes de alelos para abordar los
problemas de susceptibilidad a estreses bidticos y abibticos que presenta el mani a nivel mundial, y en
particular de Argentina (Simpson 2001; Seijo et al. 2012; Stalker et al. 2016; Seijo et al. 2018; de Blas et
al. 2019, Bertioli et al. 2021, Rosso et al. 2023). Entre ellas, las especies pertenecientes a los genomas A
y B, cercanas filogenéticamente al mani, son las mejores candidatas por presentar alta compatibilidad
genomica con el cultivo.

Debido a la naturaleza alotetraploide del mani, para la introgresion efectiva de caracteres se requiere
generar hibridos intergenémicos por cruzamientos de distintas especies silvestres diploides y el
subsecuente desarrollo de anfidiploides compatibles con las variedades élite (Simpson 1991, 2001, de
Blas et al. 2021). Sin embargo, el conocimiento de los sistemas reproductivos de las especies de Arachis
es aun muy escaso, y hasta el momento, la elecciéon de las especies a cruzar se ha realizado en funcion

8
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de la presencia de caracteres de interés mas que por las eficiencias de cruzabilidad de las mismas.
Asimismo, recientes analisis comparativos de cruzamientos interespecificos han revelado diferencias
significativas en la eficiencia de hibridacién entre las distintas especies diploides de Arachis (Garcia et al.
2024, 2025). Sin embargo, el conocimiento disponible sobre la biologia reproductiva de las especies del
género es aun insuficiente para explicar tales diferencias. Por ello, es de fundamental importancia
incrementar el conocimiento de los sistemas reproductivos de las especies para optimizar la seleccion de
parentales y la direccién del cruzamiento a utilizar en el desarrollo de anfidiploides compatibles con el

cultivo.

Sistema reproductivo de Arachis

Por analogia con el mani cultivado se ha asumido histéricamente que el modo reproductivo
predominante en el género es la autogamia (Krapovickas y Gregory 1994). Sin embargo, algunas especies
no producen semillas, o lo hacen escasamente cuando se cultivan en invernaderos o camaras de
crecimiento (Banks 1990; Seijo com. pers.). En este sentido, Stalker y colaboradores (2016) registraron
que mas del 40 % de las accesiones analizadas no desarrollaron ginéforos, y por ende tampoco semillas
en cultivo ex situ, sugiriendo la existencia de una fuerte limitaciéon para la autopolinizacién/fecundacion o
el desarrollo de los embriones por autogamia en multiples especies.

En cuanto a las flores, las mismas presentan una morfologia tipica de las leguminosas, que a priori
podrian promover la autofecundacion (Krapovickas y Gregory 1994). Las flores son sésiles, con hipantio
muy desarrollado (de 2-3 cm hasta 10-12 cm) y se presentan en espigas paucifloras axilares dispuestas a
lo largo de las ramas o agrupadas en la base de la planta. El céliz es bilabiado, con el labio superior mas
ancho, 4-dentado, y el labio inferior falcado, acompafiando a la quilla. El estandarte es de 1-2 cm de ancho,
amarillo o mas frecuentemente anaranjado, con lineas rojas en la cara superior o en la cara inferior o en
ambas caras, y a menudo presenta una macula basal de tonalidad mas clara al resto del pétalo. Las alas
generalmente son amarillas y la quilla es de color amarillo palido o blanquecino. La quilla rodea
estrechamente a los estambres, la porcidn distal del estilo y al estigma, que no sobrepasa el extremo distal
de la misma (Gregory et al. 1973). Las anteras se disponen en dos ciclos, cuatro globosas, dorsifijas,
biloculares, alternando con cuatro oblongo-adnatas (Fig. 2), normalmente acompafadas por dos
filamentos estériles (Smith 1950). La dehiscencia de las anteras se produce dentro de la quilla (Carvalho
da Costa 2012). El ovario se encuentra en la base del hipantio y el estilo presenta en la porcion distal
abundantes pelos formando un cepillo. Los estigmas estudiados con microscopia electrénica revelaron
que la superficie estigmatica tiende a ser mas extendida en las especies anuales que en las perennes,
sugiriendo que dicho caracter podria afectar la cantidad de polen depositado por estigma y, por ende, la

frecuencia de autopolinizacion (Lu et al. 1990; Pérez et al. 2024).
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Figura 2. Flor papilionoidea perteneciente a una especie del género Arachis. A. Flor. B. Boton floral.
C. Estandarte. D. Ovario. E. Ala cara abaxial. F. Ala cara adaxial. G. Pétalo de la quilla, cara ventral. H.
Pétalo de la quilla, cara dorsal. I. Androceo con estilo y estigma. J. Androceo abierto. K. Caliz: diente
inferior. L. Céliz: dientes superiores soldados. M. Bractea externa. N. Bractea interna. Figura tomada de

Carvalho da Costa, L. (2012).

Si bien se ha propuesto que todas las especies de Arachis forman semillas por autofecundacion,
algunos analisis han documentado la ocurrencia de alogamia con alguna frecuencia. A partir del analisis
de segregacion de caracteres agrondémicos en A. hypogagea L. se ha inferido la ocurrencia de hasta un 4
% de alogamia en parcelas cultivadas, fendmeno atribuido a polinizaciéon cruzada mediada por abejas
(Banks et al. 1990). Asimismo, algunos anadlisis moleculares en A. pintoi Krapov. y W.C.Greg.y A. repens
Handro sugieren la ocurrencia de cierto grado de alogamia (Oliveira y Valls 2003). Por otro lado, en A.
lignosa (Chod. y Hassl.) Krapov. y Gregory, una especie que produce pocas o ninguna semilla en
invernaculo, se ha documentado que los cruzamientos experimentales mejoraron la produccion de semillas
ex situ (Banks 1990). Sin embargo, hasta el momento no se han realizados estudios sistematicos en
poblaciones naturales ni en condiciones controladas que permitan comprender el funcionamiento de los
sistemas reproductivos en las especies de Arachis y su efecto sobre la eficiencia reproductiva.

Las flores de Arachis presentan una morfologia similar a la de otras leguminosas papilionoideas que
poseen partes moviles especializadas para liberar el polen al ser manipuladas activamente por los
polinizadores (Brantjes 1981a, b; Brantjes y De Vos 1981; Cocucci 1989; Cérdoba 2011; Sérsic 1991;

Edwards et al. 2005; Claflen-Bockhoff et al. 2004). En este sistema, los 6rganos fértiles permanecen

10
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ocultos dentro de la quilla. Durante la intervencidn del polinizador, el mismo ejerce presion sobre los pétalos
laterales y ventrales (alas y quilla) de la flor, provocando el descenso de los mismos, mientras el estandarte
permanece relativamente inmovil. Durante esta accion, el peso y la fuerza activa del insecto generan un
desplazamiento diferencial del estilo y estigma hacia afuera de la quilla, mecanismo conocido como tripping
(Mabin et al. 2024). Este movimiento puede, por un lado, favorecer un primer contacto del estigma con el
polen de otras flores traidas por el polinizador, y por otro, puede inducir el arrastre del polen hacia afuera
de la quilla por el cepillo del estilo, favoreciendo la adhesion de los granos de polen al polinizador (Faegri
y van der Pijl 1966; Cérdoba y Cocucci 2011). Este arrastre de polen esta, a su vez, asociado de forma
directa al mecanismo de presentacién de polen descripto para papilionoideas, denominado pistén. En
dicho mecanismo las pequefias anteras de los estambres actian como un pistéon que empuja los granos
de polen hacia la punta de la quilla (Paulino et al. 2016). En consecuencia, durante el tripping, el
desplazamiento de las estructuras reproductivas promueve la expulsion de la masa de polen hacia afuera
(Etcheverry 2001).

De este modo, aunque Arachis comprende especies autocompatibles, la combinacién entre tripping
y mecanismo de piston puede favorecer la alogamia, cuya frecuencia depende tanto de la morfologia floral

como de la disponibilidad de polinizadores en el ambiente (Suso et al. 2015).

Eleccion de las especies de Arachis para el estudio

En la provincia de Corrientes viven dos especies silvestres perennes de Arachis que presentan
alelos con gran potencial para la introgresion de genes de interés al mani cultivado (Stalker 2017). Arachis
correntina se localiza en el noroeste de la provincia, en las lomadas arenosas comprendidas al Noroeste
del Ibera y del del Rio Corriente y el Rio Parana. Por su parte, A. villosa, se distribuye en las dunas y
suelos arenosos paralelos al Rio Uruguay, al sur de la ciudad de Paso de los Libres, llegando hasta el rio
de la Plata (Krapovickas y Gregory 1994).

Estudios recientes de analisis de variacidon poblacional en A. correntina han detectado mayor
heterocigosis y una estructuracion genética mas alta que la esperada para especies autégamas (Moreno
et al. 2023, 2025). Ademas, se ha documentado entre curadores de bancos de germoplasma e
investigadores (G. Macchi UNA, Paraguay, G. Seijo, UNNE, C. Simpson Texas AyM University, y J.F. Valls
CENARGEN, Brasil, com. pers.), que A. correntina se encuentra entre las especies que presentan
dificultad para producir semillas cuando se cultivan en condiciones libres de insectos, aunque la misma
produce semillas en sus ambientes naturales (Seijo com. pers.). Por otro lado, A. villosa produce
abundante cantidad de semillas tanto en condiciones de invernaculo como en poblaciones naturales. Estas
observaciones sugieren que las especies mencionadas presentan sistemas reproductivos diferentes, A.
correntina con un sistema reproductivo que favorece la alogamia, mientras que A. villosa con un sistema
reproductivo predominantemente autégamo (Seijo ined.).

El conjunto de antecedentes, aunque fragmentarios, sugiere que las especies de Arachis podrian
presentar diferentes estrategias reproductivas que permitirian explicar las diferentes eficiencias
reproductivas observadas bajo condiciones controladas. Por lo tanto, en este trabajo se plantea estudiar
sistemas reproductivos potencialmente diferentes en especies de Arachis tomando como modelo a Arachis

correntina y Arachis villosa. Para ello se plantearon los siguientes objetivos e hipdtesis:
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1.1. Objetivo general

Inferir los sistemas reproductivos en dos especies silvestres de Arachis: A. correntina y A. villosa,
y su influencia en la eficiencia reproductiva como modelos para generar informacion que permita optimizar
estrategias de conservacion in situ y ex situ, y facilitar el desarrollo de anfidiploides clave para el
mejoramiento del cultivo de mani.

1.2. Objetivos particulares

1. Analizar la morfologia y los aspectos funcionales de las flores de Arachis correntina y A. villosa.

2. Determinar la frecuencia de autopolinizacién espontanea y por accion mecanica artificial del sistema
de alas y quilla (tripping) en ambientes libres de polinizadores, utilizando como indicador la
produccion de clavos.

3. Evaluar la presentacion de flores y la actividad de polinizadores en poblaciones naturales de estas

dos especies.

1.3. Hipétesis de trabajo

H1: Las especies silvestres de Arachis presentan diferentes sistemas reproductivos.

H2: Los diferentes sistemas reproductivos estan asociados a diferencias morfoloégicas en los 6érganos
florales y a la presentacion de los mismos en la antesis.

H3: Las poblaciones naturales de Arachis registran visitas de polinizadores que podrian promover la

alogamia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

En este trabajo se estudiaron individuos de Arachis correntina y A. villosa en poblaciones naturales
de la Provincia de Corrientes (Tabla 1), los cuales fueron coleccionados y cultivados en el invernaculo del
Instituto de Botanica del Nordeste (UNNE-CONICET). En cada localidad de muestreo se registraron las

coordenadas geograficas correspondientes (Fig. 3).

Tabla 1. Localidades y coordenadas geograficas de los sitios de muestreo de las especies de

Arachis.
Especie Localidad Muestra
Camino Ingenio Primer | Muestra A: 27°26'33"S
Correntino. Santa Ana, San | 58°38'25" W
Arachis correntina Cosme: Muestra B: 27°26'17"S
58°38'24" W

Plaza Espana,
Corrientes

Corrientes,

Muestra C: 27°28'1.38"S
58°49'17.41"W

Arachis villosa

Paso de los Libres, Laguna
Mansa.

Muestra D: 29°44'11” S

57°06’13” W
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Figura 3. Sitios de muestreo e individuos de A. correntina y A. villosa. A. Ubicaciones geograficas de

los sitios de muestreo. B. Ambiente natural de las poblaciones de A. correntina'y C. A villosa

Para ambas especies se tomaron muestras de las flores en distintos horarios del dia y estadios de
desarrollo, abarcando desde el estado de boton floral hasta el de flor completamente abierta (Tabla 2). Las
muestras fueron rotuladas vy fijadas en una solucién de formol, alcohol etilico y acido acético (FAA 5:90:5)

o en alcohol etilico 70%.

Tabla 2. Detalle de las fechas, horarios y estadios de desarrollo (botdn floral y flor abierta) de las muestras

tomadas en poblaciones naturales de A. correntina (A, By C) y A. villosa (D).

Especie A correntina A. villosa
Fecha Hora Estadio Muestra A |Muestra B | Muestra C | Muestra D
12/4/2024 07:55 Flor Cerrada X
11/4/2024 08:59 Flor Abierta X
12/4/2024 09:10 Flor Cerrada X X
4/11/2024 10:45 Flor Abierta X
11/4/2024 10:55 Flor Abierta X
12/4/2024 11:00 Flor Abierta X X
12/4/2024 11:20 Flor Abierta X X
26/9/2024 ) X
10/2/2025 Flor ablerta X X
11/4/2024 13:15 Flor Abierta X
12/4/2024 13:20 Flor Abierta X X
12/4/2024 13:40 Flor Abierta X X
13/11/2024 14:45 Flor Abierta X
8/9/2024 X
25/11/2024 18:30 Botoén floral X
10/2/2025 X X
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2.2. Observaciones en poblaciones naturales

Las observaciones en poblaciones naturales se realizaron durante época de floracién (octubre—
mayo), en dos areas de 50 m?, para A. correntina (Muestra Ay B) y tres areas de 50 m? para el sitio de
muestreo de A. villosa (Muestra D). En cada area se determiné el niumero de flores por m2 a partir de
fotografias tomadas a un metro de altura sobre superficies demarcadas en el campo, las que permitieron
individualizar cada flor. Las fotografias para estimacion de densidad de flores se tomaron de distintos
sectores distribuidos aleatoriamente.

Se registraron las vistas de polinizadores a las flores de Arachis, la accion efectiva del mecanismo
de alas y quilla por ellos, y la cantidad de flores en las que un mismo insecto accionaba el mecanismo de
alas y quillas en un periodo de cinco minutos dentro de las areas seleccionadas en cada especie.
Asimismo, se documenté el horario de expansion del estandarte de las flores, considerando este evento
como el de apertura de las flores, asi como el horario de inicio y de cese de las visitas de los insectos a
las flores de Arachis.

Por otra parte, se examind la coleccién Entomoldgica de Polinizadores del Instituto de Botanica

del Nordeste, con el fin de identificar los ejemplares capturados en las flores de las especies nativas

2.3. Observaciones en materiales cultivados ex situ
2.3.1. Morfologia de la flor

Para los analisis morfologicos, se utilizaron 15 botones florales de las 18:30 h para ambas especies
y 15 flores abiertas del horario de las 13:15 para A. correntina y el horario comprendido entre las 10:45 —
13:00 h para A. villosa (Tabla 2), fijadas en alcohol al 70% en poblaciones naturales, y se realizaron los
siguientes analisis:
2.3.1.1. Tamaio general de la flor: se seleccionaron tres caracteres: a) ancho del estandarte, medido en
cm (Fig. 4A) b) longitud del diente inferior del caliz, considerada una buena estimacién del tamafio final de
la flor (Krapovickas y Gregory 1994) (Fig. 4B), y ¢) longitud del hipantio, medida desde la insercion en la
espiguilla hasta la base del caliz (Fig. 4C). El material fue fotografiado con escala y las mediciones se
realizaron utilizando el software Fiji (Schindelin et al. 2012).
2.3.1.2. Presentacion de las anteras: se analiz6 la disposicion de las anteras y se tomaron medidas de
los siguientes caracteres: a) longitud de la porcion libre del filamento de las anteras grandes (Fig. 4D), b)
longitud de las anteras grandes (Fig. 4E), c¢) longitud de la pocién libre del filamento de las anteras
pequefas (Fig. 4F), y d) longitud de las anteras pequefias (Fig. 4G). Los analisis fueron realizados
utilizando microscopio estereoscopico.
2.3.1.3. Analisis de la morfologia de la porciéon distal del estilo y del estigma: se analiz6 a) la longitud
del cepillo estilar (desde primer pelo hasta base estigma) (Fig. 4H), b) el ancho mayor (Fig. 4l), y, c) el
ancho en la porcién mas distal (en el limite con el estigma) (Fig. 4J). Asimismo, se midi6 d) la longitud de
los tres tricomas mas largos del cepillo con el fin de estimar el diametro/ancho maximo del mismo (Fig.
4K). El analisis fue realizado utilizando microscopio estereoscépico.

Para la caracterizacion del estigma se evaluaron la forma y disposicién de la superficie estigméatica
y la disposicién de las papilas estigmaticas. Ademas, se midieron a) el largo (Fig. 4L); y b) el ancho mayor
de la superficie estigmatica (Fig. 4M); y c) la longitud de tres papilas representativas (corta - mediana -
larga) (Fig. 4N). La morfologia del estigma fue analizada mediante microscopia electrénica de barrido
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(MEB). Para ello, el material fijado en solucion FAA fue transferido a alcohol etilico al 70% y secado a
punto critico con CO2. La metalizacién se llevd a cabo con oro. Las fotografias fueron obtenidas con un
microscopio ZEISS EVO15 del Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad Nacional del

Nordeste.

>

Figura 4. Caracteres morfolégicos medidos en flores y botones disectadas de A. correntinay A.
villosa. A. ancho del estandarte (cm); B. longitud del diente inferior del caliz (cm); C. longitud del ovario-
hipantio (cm); D. longitud de la porcién libre del filamento de las anteras grandes (um); E. longitud de las
anteras grandes (um); F. longitud de la porcion libre del filamento de las anteras chicas (um); G. longitud
de las anteras chicas (um); H. longitud del cepillo estilar (um); I. ancho mayor del estilo (um); J. ancho del
estilo antes del estigma (um); K. longitud de tricomas estilares (um); L. longitud del estigma (um); M. ancho

mayor del estigma (um); y N. longitud de papilas del estigma (um).

2.3.1.4. Estimacion de la exhibicion floral: se realizo utilizando el criterio de Goodwillie et al. (2009)
quien propone estimarlo a partir del producto entre densidad floral y tamafio de la flor. En este TFG como
parametro estimativo del tamaro floral se tomé al ancho del estandarte. Ademas, se agregdé como factor
determinante el largo del hipantio, ya que este caracter contribuye a la exhibicion de las flores en las
poblaciones naturales.
2.3.1.5. Anadlisis estadisticos de los datos: inicialmente, se evaluo si los datos obtenidos para cada
caracter seguian una distribucion normal mediante el test de Shapiro-Wilk. Se selecciono este test debido
a que presenta mayor sensibilidad para detectar desviaciones de la normalidad que otros test cuando se
trabaja con muestras pequefias a medianas (n < 50).

Dado que algunos de los parametros no cumplieron con el supuesto de normalidad, las

comparaciones de medias aritméticas y desvio estdndar de las muestras entre especies se realizaron
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mediante el test no paramétrico de Wilcoxon Mann-Whitney U, que permite evaluar diferencias entre dos
grupos independientes sin asumir normalidad de los datos. Ademas, la identificacidon de las contribuciones
relativas de cada parametro estudiado a la variacion morfolégica total analizada de las especies se realizé
mediante Analisis de Componentes Principales (ACP). Todos los analisis estadisticos fueron realizados
utilizando el software INFOSTAT (Di Rienzo et al. 2010).

Para mejorar comparacion de los caracteres individuales entre las especies estudiadas,
independizandose de las magnitudes, los valores promedio de los caracteres fueron estandarizados
mediante Z-scores. Los valores estandarizados se representaron en un heatmap utilizando la plataforma

Galaxy (Galaxy Europe, https://usegalaxy.eu).

2.4. Relacién Polen — Ovulo

La relacién polen/évulo (P/O) se utilizd como una medida conservadora para inferir el tipo de sistema
reproductivo, considerando que, en general, las especies aldgamas presentan una relacion mayor que las
autégamas (Cruden 1977). Para determinar el nimero de évulos por ovario, se diseccionaron cinco flores
(de distintos individuos) por especie en un microscopio estereoscopico, realizando un corte longitudinal al
ovario y contabilizando el numero de 6vulos.

El numero total de granos de polen viables se contabilizé en tres botones florales por especie, del
dia previo a la antesis, cada uno provenientes de individuos diferentes. Para una estimacién mas precisa,
se analizaron por separado las anteras grandes y las pequefias. La estimacion del nimero total de granos
de polen se realizé utilizando carmin glicerina (1:1), el cual revela presencia de citoplasma en las células
(Pittenger y Frolik, 1951) y se contabilizé siguiendo el siguiente protocolo:

2.4.1. Anteras grandes: se maceraron las cuatro anteras de cada boton sobre un porta objetos con dos
gotas de carmin glicerina (1:1), lo que equivale aproximadamente a 40uL.

2.4.1.1. Del macerado inicial se extrajeron 35uL que fueron transferidos a un tubo y homogeneizados

por pipeteo. Se tomaron 3 alicuotas de 3L, las cuales se montaron en portaobjetos diferentes para

el recuento. A partir de la media de estas alicuotas se calculd el numero total de granos en el
volumen total (35uL).

2.4.1.2. Los restos de tejidos de anteras se trasladaron a un tubo nuevo, se adicionaron 50uL de

carmin glicerina (1:1) y se homogeneizaron con pulsos cortos en vortex. De esta suspension se

tomaron tres alicuotas de 5L para realizar nuevos preparados y recuentos. Se calcul6 la media de
la cantidad de granos en las alicuotas de 5L, con la que se estimé el nimero de granos en los 50uL
totales.

2.4.1.3. El remanente del macerado inicial sobre el portaobjeto, luego de retirado los restos de las

anteras, se cubrid con un cubreobjetos y también fue contabilizado el total de polen en la muestra.

El numero total de granos de polen en las anteras grandes se obtuvieron mediante la sumatoria de
los recuentos totales estimados en las tres fracciones: 2.4.1.1,2.4.1.2y 2.4.1.3.

2.4.2. Anteras pequefias: Como estas anteras poseen muy poco polen, se realizé el recuento total de
granos a partir de las cuatro anteras maceradas sobre un portaobjetos con dos gotas de carmin
glicerina (1:1). Luego del macerado, se cubrieron con cubreobjetos y se realiz6 el conteo.

Los preparados fueron fotografiados en microscopio 6ptico y las fotografias fueron analizadas con

el software Fiji para el conteo de los granos de polen. El nimero total de granos por flor se obtuvo mediante
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la sumatoria de los recuentos totales para anteras grandes y pequenas y el promedio por especie se obtuvo
a partir de los valores estimados en tres flores. Finalmente, la relacion polen-6vulo (P/O) por especie fue
determinada mediante el cociente entre la estimacion del nimero total de granos de polen por flor y el
numero de évulos por flor:

» N° total de granos de polen viable
Relacion P/0 =

N° de 6vulos

2.5. Apertura de anteras

La determinacion del momento de la liberacion del polen de las anteras se realizé utilizando las
plantas mantenidas en invernaculo a partir de las cuales se fijaron botones florales en alcohol al 70% cada
dos horas, entre las 18:30 de la tarde y las 05:00 de la mafana del dia siguiente. La diseccion de los

botones florales y la inspeccion de las anteras fueron realizadas en microscopio estereoscoépico.

2.6 Receptividad del Estigma

La receptividad de los estigmas fue analizada en flores obtenidas de invernaculo libre de insectos,
mediante el método de Osborn (1988), se basa en la deteccién de la actividad de enzimas peroxidasas en
la superficie estigmatica. Para ello, los estigmas (acompafiados del cepillo estilar) fueron sumergidos en
una gota de perdxido de hidrégeno al 3%. La evaluacioén se realizé en botones florales (18:30 h) y en flores
abiertas tomadas entre las 8 y 12 h. Para evaluar la posibilidad de falsos positivos por la presencia de
granos de polen se utilizaron flores abiertas castradas y sin castrar dentro de invernaculo libre de insectos.
La prueba se realizé en dos botones/flores para cada horario, por especie. La produccion de burbujas en

los estigmas se registré como indicador positivo de receptividad.

2.7. Ensayos de Reproduccion en invernaculo por autogamia espontanea y artificial

Para la evaluacion de reproduccion en invernaculo se utilizaron un total de 6 individuos por especie,
divididos en dos grupos de tres plantas para cada ensayo (Fig. 5A). Todos los ensayos se realizaron
evitando el acceso de insectos polinizadores, para lo cual las macetas fueron cubiertas con una malla. En
las ramas laterales de cada planta se rotulé la axila con la primera flor del ensayo, marcando el punto de
inicio del seguimiento. Se registrd diariamente la apertura de flores hasta alcanzar entre 70 y 100 flores,
en Arachis villosa y A. correntina respectivamente. La aparicion del ginéforo (clavo) se consideré un
indicador de fertilizacién exitosa, dado que su desarrollo ocurre Unicamente tras la fecundacion del 6vulo.
No obstante, la formacion de semillas no fue verificada directamente, por lo que los registros de ginéforos
se interpretan como una estimacion indirecta del éxito reproductivo. Las observaciones de aparicion de
clavos se extendieron hasta 15 dias luego de la ultima flor marcada en los ensayos. Todo el trabajo
experimental correspondiente a esta seccién (2.7.1 y 2.7.2) fue efectuado diariamente entre las 08:30 y
09:00 h. durante los meses de enero y febrero de 2025:
2.7.1. Prueba de autopolinizacién y autofertilizacién (Control Autogamia): se evalud la aparicion de
ginoforos (clavos) a partir de flores no manipuladas. Cada vez que emergia una nueva axila, esta se
rotulaba y se identificaban los botones florales presentes préoximos a abrir al dia siguiente, se marcaron

con hilos de distintos colores, asignando un color diferente segun el orden de apertura (por ejemplo: rojo
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= primera flor, azul = segunda, etc.) y la fecha de apertura de la flor. Se realizé un seguimiento diario de
las axilas y la aparicién de los ginoforos. La efectividad de la fertilizacion se estimé como el porcentaje de
ginéforos formados respecto del total de flores evaluadas.

2.7.2. Prueba de autopolinizacion mediada por accion manual del sistema de alas y quilla (tripping):
este ensayo se disefi¢ para evaluar la influencia de la accidon manual del sistema alas y quilla que simula
la visita de un polinizador sobre la fertilizacion efectiva por autofecundacién. Para tal fin, se accioné el
sistema alas y quilla de forma manual, ejerciendo presion hacia abajo sobre las alas, manteniendo el
estandarte inmdévil (Fig. 5B—E). Este movimiento se repitio tres veces por flor, imitando el comportamiento
de insectos polinizadores registrados para leguminosas (Faegri y van der Pijl 1966; Cérdoba y Cocucci
2011) y observados a campo en este Trabajo Final de Graduacién (TFG). para Arachis.

Cada flor tratada fue rotulada con la fecha correspondiente, y el procedimiento se repitié hasta
alcanzar entre 80 y 100 flores por especie. Al igual que en el ensayo anterior, se realizdé un seguimiento
diario de las axilas marcadas para registrar la aparicion de los ginéforos. La efectividad de la fertilizacion
se estimd como el porcentaje de ginéforos formados respecto del total de flores evaluadas.

Se descarta la ocurrencia de apomixis ya que en plantas de siete accesiones diferentes de Arachis
correntina mantenidas en invernaculo durante 10 afios nunca se formaron semillas (Seijo obs. pers.). Por
otro lado, en ninguno de los estudios embrioldgicos en especies silvestres y sus hibridos realizados hasta

el momento se ha reportado apomixis.

Figura 5. Ensayos de reproduccion en invernaculo por autogamia espontanea y accién manual del
sistema alas y quilla (tripping). A. Individuos utilizados en los ensayos de reproduccion en invernadero.

B-D. Mecanismo de accion manual del sistema de alas y quilla (tripping).
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3. RESULTADOS
3.1 Observaciones in situ en poblaciones naturales
La poblaciéon natural de A. correntina de Santa Ana presenta una gran densidad de plantas,

dispuestas en manchones sobre una lomada arenosa, al borde de la laguna, en espacio abierto limitando
con una zona transicional al bosque chaquefio (con Schinopsis balansae Engl.) y de lomada arenosa (de
las especies Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos y Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong). Las
plantas son muy ramificadas desde una corona, presentando multiples ramas pegadas al piso, con
entrenudos cortos y hojas pequefas mas o menos glabras. El analisis de la exhibicion floral en los
manchones en donde las plantas de esta especie se presentaron de forma continua reveld que la densidad
promedio de flores es de 17,49 flores / m?2 (Fig. 6A y B). Asimismo, la observacion directa de las ramas
permitié constatar la presencia de ginéforos elongados y frutos en desarrollo (Fig. 6C).

Durante el periodo de floracién, el analisis de visita de polinizadores se realizé en el mes de abril de
2024, dia en que la salida del sol se registré a las 06:30 am; la temperatura ambiente fue de 18.8°C y la
humedad 93 %. La visita de insectos a las flores inicio a partir de las 09:00 y se extendid hasta las 12:00
h (Tabla 3), todos ellos fueron de la especie exdética Apis mellifera. El seguimiento de distintos individuos
de abejas mostrd que los mismos permanecen durante varios minutos en cada area establecida visitando
muchas flores. Para cuantificar el numero de flores visitadas por cada individuo de Apis mellifera (tres en
total) se realizé el seguimiento individual de los mismos durante cinco minutos obteniéndose un promedio
de 9,8 flores visitadas por minuto (Fig. 6D y E). Durante cada visita, las abejas realizaron tripping hasta

tres veces por flor.

Figura 6. Caracteristicas florales y reproductivas de A. correntina. A. Exhibicion floral en poblacién

natural floral. B. Detalle de flor con un ala dislocada, evidencia de visita de polinizadores que realizaron
tripping. C. Gindforos elongados que evidencian la fertilizacion efectiva en esta poblacion. (flecha roja) D

y E. Apis mellifera realizando tripping. F: Individuo de Psaenythia sp. (Andrenidae).
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También, se registrd la presencia de una avispa (especie no determinada), que visité seis flores en
cinco minutos, aunque no efectud tripping. Ademas, se observaron visitas de abejas solitarias
pertenecientes a diferentes grupos taxonémicos, incluyendo Megachilidae, Andrenidae y diversas tribus
de Apidae (Fig. 6F). A partir de las 11:00 h se observé una disminucién de la frecuencia de visitas de
insectos polinizadores a las flores, hasta cesar por completo a partir del mediodia. Adicionalmente, en la
Coleccion Entomoldgica de Polinizadores del IBONE se registraron cuatro individuos del género Megachile
(Megachilidae), que fueron capturados mientras forrajeaban sobre flores de Arachis correntina.

En la poblacion natural de A. villosa de Laguna Brava en Paso de los Libres, las plantas presentan
una menor densidad floral, lo que permite distinguir con facilidad la pertenencia de las flores a los distintos
individuos. La poblacién se distribuye en parches discontinuos sobre el albardén arenoso del margen oeste
del Rio Uruguay, en espacios abiertos con Butia noblickii Deble Deble, Marchiori, F.S. Alves y A.S. Oliveira
rodeados de bosque en galeria. Las plantas presentan pocas ramas largas, con entrenudos mas
elongados que en A. correntina. El analisis de la densidad floral revelé un total de 3,1 flores/m? (Fig. 7A'y
B). Ademas, se constaté la presencia de ginéforos elongados y frutos en desarrollo (Fig. 7C).

El analisis de visitantes florales se realizé en diciembre de 2024, dia en que la salida del sol se
registré a las 5:50 am la temperatura ambiente fue de 26°C y la humedad de 65 % a las 09:00 h. La visita
de polinizadores se registré entre las 08:30 y las 10:00 h. El horario de inicio del registro estuvo
determinado por la hora de llegada al sitio de muestreo, donde ya se observé actividad de insectos
polinizadores, por lo que la hora de inicio de actividad de los mismos no se ha podido determinar. La
mayoria de los individuos observados correspondieron a abejas solitarias nativas pertenecientes
principalmente a los grupos Eucerini (Apidae) (Fig. 7D) y Anthidiini (Megachilidae) (Fig. 7E), aunque se
registré ocasionalmente la visita de Apis mellifera, con escasa actividad sobre los individuos de A. villosa,
pero muy activa en otras especies simpatricas. El seguimiento de los individuos de las abejas solitarias
registradas indico que los mismos visitaron en promedio 5 flores/minuto realizando tripping entre una y tres
veces por flor. También se observaron otros insectos, entre ellos coledpteros, visitando las flores, pero
ninguno realizé tripping (Fig. 7F). A pesar que la visita de insectos a A. villosa cesé partir de las 10:00 h, ,
los mismos polinizadores continuaron visitando flores de otras especies, entre ellas de las familias
Verbenaceae J.St.-Hil. y Asteraceae Bercht. y J.Presl., co-distribuidas con la especie en estudio. En esta
transicion, se detecté un cambio en la coloracion de la corola en flores de A. villosa expuestas a sol directo,

tornandose mas palidas con manchas blanquecinas.
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Figura 7. Caracteristicas florales y reproductivas de A. villosa. A. Presentacion floral en poblacion
natural floral. B. Detalle de flor con un ala dislocada, evidencia de visita de polinizadores que realizaron
tripping. C. Frutos en desarrollo que evidencian la fertilizacion efectiva en esta poblacion (flecha roja). D
Abeja de la tribu Eucerini (Apidae) realizando tripping. E. Abeja de la tribu Anthidiini (Megachilidae)

capturada sobre las flores. F. Coledptero aun no identificado.

Tabla 3. Principales polinizadores, frecuencia de visita y densidad floral en poblaciones naturales.

Especie Visitantes principales Frecuencia Densidad floral
A. correntina Apis mellifera, 10 flores/minuto 17,94 flores/ m?
A. villosa Eucerini y Anthidiini 5 flores/ minuto 3,1 flores/m?

3.2. Observaciones en materiales cultivados ex situ

3.2.1. Morfologia de la flor

3.2.1.1. Tamaiio general de la flor: en los botones florales de A. correntina, el diente inferior del caliz
presenté una longitud promedio de 0,93 + 0,10 cm, valor significativamente mayor que el registrado en A.
villosa (0,63 + 0,10 cm; p = 0,0001) (Tabla 4). En cambio, la longitud del ovario-hipantio no mostré
diferencias significativas entre especies, con promedios de 3,44 + 0,99 cm en A. correntina'y 2,63 + 0,47
cm en A. villosa.

En las flores abiertas, el ancho del estandarte fue de 1,81 + 0,19 cm en A. correntina, valor
significativamente superior al de A. villosa (1,59 £ 0,15 cm; p = 0,0014). La longitud del diente inferior del
céliz también fue mayor en A. correntina (0,96 £ 0,11 cm) que en A. villosa (0,71 £ 0,12 cm; p = 0,0001).
Por su parte, la longitud del ovario-hipantio mostré diferencias altamente significativas entre especies, con
valores promedio de 7,96 + 0,92 cm en A. correntina'y 2,76 + 0,56 cm en A. villosa (p = 0,0001) (Tabla 5).
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3.2.1.2. Presentacion de las anteras: en los botones florales de ambas especies, las anteras se
dispusieron en dos verticilos: uno compuesto por cuatro anteras grandes y otro por cuatro anteras chicas.
En esta etapa, la longitud de la porcién libre del filamento de las anteras grandes fue de 942,23 + 138,60
Mm en A. correntina 'y 871,11 = 118,92 um en A. villosa (p = 0,0001). Las anteras grandes presentaron
longitudes de 1333,33 £ 1,1E-12 um en A. correntina y 1462,22 + 132,12 ym en A. villosa, también con
diferencias significativas (p = 0,0001). En cambio, la porcién libre del filamento de las anteras chicas mostré
valores de 882,22 + 101,49 um en A. correntina y 662,22 + 134,38 ym en A. villosa (p = 0,0001), mientras
que la longitud total de las anteras chicas no difiri6 significativamente entre especies (279,11 £ 13,42 um
y 280,00 £ 13,45 pym, respectivamente) (Tabla 4).

En las flores abiertas, los filamentos de las anteras chicas se alargaron y sobrepasaron el verticilo
de las anteras grandes en ambas especies, aunque permanecieron por debajo del cepillo estilar. La porcién
libre del filamento de las anteras grandes midié 1055,56 + 115,90 um en A. correntina'y 1253,33 + 414,57
pm en A. villosa, sin diferencias significativas (p = 0,2019). La longitud de las anteras grandes fue
significativamente mayor en A. correntina (1548,89 + 81,76 um) que en A. villosa (1311,11 £ 155,58 um; p
= 0,0001). En tanto, la porcion libre del filamento de las anteras chicas present6 valores de 2024,44 +
126,35 um en A. correntina 'y 2071,11 £ 281,47 ym en A. villosa (p = 0,3874), sin diferencias significativas.
La longitud de las anteras chicas fue idéntica en ambas especies (293,33 + 26,89 um; p = 0,9999) (Tabla
5).
3.2.1.3. Analisis de la morfologia de la porciéon distal del estilo y del estigma: En ambas especies, el
ovario se localizd en la base del hipantio, y el estilo presentd en su porcion distal numerosos tricomas
largos que conforman un cepillo estilar, observable tanto en botdn floral como en flor abierta (Fig. 8A 'y D).
En los botones florales, la longitud del cepillo estilar fue de 1788,40 + 319,93 um en A. correntinay 1703,40
+ 303,44 pm en A. villosa, sin diferencias significativas (p = 0,2569) (Fig. 8B y E). El ancho mayor del estilo
tampoco difirié entre especies (129,13 + 11,49 um y 137,80 £ 24,96 um, respectivamente; p = 0,1547). Sin
embargo, el ancho de la porcion distal del estilo antes del estigma fue significativamente mayor en A.
villosa (51,13 £ 5,95 ym) que en A. correntina (40,73 £ 4,13 um; p = 0.0001) (Fig. 8C y F). La longitud del
estigma fue similar en ambas especies (48,05 £ 7,61 um en A. correntinay 51,13 + 3,36 uym en A. villosa;
p = 0,0569). En cambio, el ancho mayor del estigma fue significativamente mayor en A. villosa (91,00
10,99 um) que en A. correntina (50,33 + 3,37 ym; p = 0,0001). La longitud de tres papilas del estigma no
mostré diferencias entre especies (29,62 + 13,74 umy 29,70 £ 14,01 um; p = 0,9835) (Tabla 4).

En las flores abiertas, la longitud del cepillo estilar fue de 2223,60 + 224,63 um en A. correntina y
2111,40 + 277,87 ym en A. villosa, sin diferencias significativas (p = 0,3478). El ancho mayor del estilo
tampoco difirié entre especies (154,27 £ 4,57 ym y 156,87 + 19,94 um; p = 0.1557). Sin embargo, el ancho
del estilo antes del estigma fue significativamente mayor en A. villosa (53,73 + 6,71 pym) que en A.
correntina (38,48 £ 7,23 uym; p = 0,0001). La longitud de tres tricomas estilares fue significativamente mayor
en A. correntina (329,91 + 39,90 um) que en A. villosa (294,09 + 32,36 um; p = 0,0001). La longitud del
estigma no presenté diferencias significativas (48,60 + 9,30 um en A. correntina'y 52,87 + 10,38 um en A.
villosa; p = 0.1998). En cambio, el ancho mayor del estigma fue significativamente superior en A. villosa
(91,87 £ 5,12 um) respecto de A. correntina (50,60 + 3,33 um; p = 0,0001). Finalmente, la longitud de tres
papilas del estigma no mostré diferencias significativas (30,28 £ 13,80 um en A. correntina'y 31,20 + 14,55

pm en A. villosa; p = 0,6911) (Tabla 5).
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Figura 8 Detalles de la porcion distal del estilo y del estigma en boton floral de A. correntina (A -

C) y A.villosa (D - E). A y D. Porcion distal del cepillo estilar. B, C, E y F. Detalles de estigma.

3.2.1.4. Analisis estadisticos de los datos: las medias y desvios estandar de los caracteres

morfométricos medidos en A. correntina y A. villosa se presentan en las Tablas 4 y 5, correspondientes a

botones florales y flores abiertas, respectivamente. Los resultados del andlisis comparativo entre especies,

obtenidos mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney, se muestran en la Tabla 4 para

los botones florales y en la Tabla 5 para las flores abiertas. El mapa de calor de los caracteres

morfométricos de botdn floral y flores abiertas estandarizados (Z-scrore) se muestra en la Figura 9.

Tabla 4. Medidas de los caracteres florales en botén floral. Los valores presentados corresponden a

la media + desvio estandar (X £ s) y el p-valor resultante del test de Wilcoxon-Mann-Whitney utilizado para

comparar las medias de las dos especies. Con un asterisco (*) se indican diferencias significativas.

Especie A. correntina A. villosa
p
Caracteres morfométricos Xts Xts
Longitud del diente inferior del caliz (cm) 0.93+0.10 0.63+0.10 0.0001*
Longitud ovario hipantio (cm) 3.44 £0.99 2.63+£0.47 0.0290
';g[‘egrg‘;dgf:n'geps"(rﬁ'ﬁf)‘ libre del filamento de1as | g45 53+ 138.60 | 871.11+118.92 | 0.0001%
Longitud de las anteras grandes (um) 1333.33 + 1.1E-12 | 1462.22 £ 132.12 0.0001*
';‘;[‘e%g‘;dcﬂifsp(ﬁﬁi)"’” libre delfilamento de las | gg 55 4 101.49 | 662.22+134.38 | 0.0001%
Longitud de las anteras chicas (um) 279.11 £ 13.42 280 + 13.45 0.7160
Longitud del cepillo estilar (um) 1788.40 £ 319.93 | 1703.40 £ 303.44 0.2569
Ancho mayor del estilo (um) 129.13 £ 11.49 137.80 £ 24.96 0.1547
Ancho de estilo antes del estigma (um) 40.73+£4.13 51.13+5.95 0.0001*
Longitud 3 tricomas estilares (um) 285.71 + 30.42 290.91 + 27.62 0.2927
Longitud estigma (um) 48.05+7.61 51.13 + 3.36 0.0569
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Ancho mayor estigma (um)

50.33 £ 3.37

91 £ 10.99 0.0001*

Longitud 3 papilas del estigma (um)

20.62+13.74

20.70 £ 14.01 0.9835

Tabla 5. Medidas de los caracteres florales en flor abierta. Los valores presentados corresponden a la

media = desvio estandar (X £ s) y el p-valor resultante del test de Wilcoxon-Mann-Whitney utilizado para

comparar las medias de las dos especies. Con un asterisco (*) se indican diferencias significativas.

Especie A. correntina A. villosa
p
Caracteres morfométricos Xts Xts
Ancho del estandarte (cm) 1.81£0.19 1.59+0.15 0.0014*
Longitud del diente inferior del caliz (cm) 0.96+0.11 0.71+0.12 0,0001*
Longitud ovario hipantio (cm) 7.96 £ 0.92 2.76 £ 0.56 0.0001*
Longitud de la porcion libre del filamento de 1055.56 + 115.90 1953.33 + 414 57 0.2019
las anteras grandes (um)
Longitud de las anteras grandes (um) 1548.89 + 81.76 1311.11 £ 155.58 0.0001*
Longitud de Ia_porC|on libre del filamento de 2024 .44 + 126.35 207111 + 281.47 0.3874
las anteras chicas (um)
Longitud de las anteras chicas (um) 293.33 + 26.89 293.33 + 26.89 0.9999
Longitud del cepillo estilar (um) 2223.60 + 224.63 | 2111.40 + 277.87 0.3478
Ancho mayor del estilo (um) 154.27 + 4.57 156.87 + 19.94 0.1557
Ancho de estilo antes del estigma (um) 38.48+7.23 53.73+6.71 0.0001*
Longitud 3 tricomas estilares (um) 329.91 £ 39.90 294.09 + 32.36 0.0001*
Longitud estigma (um) 48.60 £ 9.30 52.87 +£10.38 0.1998
Ancho mayor estigma (um) 50.60 + 3.33 91.87 £5.12 0.0001*
Longitud 3 papilas del estigma (um) 30.28 £ 13.80 31.20 £ 14.55 0.6911
Flor abierta Boton floral
A. correntina A. villosa

Ancho del estandarte A. correntina A. villosa

Long. del diente inferior del caliz

Long. ovario hipantio -

Long. del filamento de las anteras grandes jE—

Long. de las anteras grandes _

Long. del filamento de las anteras chicas

Long. de las anteras chicas

Long. del cepillo estilar I =

Ancho mayor del estilo

Ancho de estilo antes del estigma _

Long. 3 tricomas estilares _ ]

Long. estigma : "

Ancho mayor estigma _

Long. 3 papilas del estigma

Figura 9. Heatmap de los caracteres morfométricos de boton floral y flores abiertas estandarizados

(Z-scrore) en A. correntina y A. villosa. Se empled un gradiente de colores para reflejar los valores

relativos de cada parametro (rojo valores altos; amarillo valores bajos).
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El Andlisis de Componentes Principales de los caracteres morfolégicos revelé que las flores de
Arachis correntina se segregan de las de A. villosa en el CP1, el cual explica ~34% de la variabilidad total
de los datos (Fig. 10). Las variables mas asociadas al componente 1 fueron el ancho del estigma (mayor
en A. villosa), la longitud del hipantio y el ancho de la corola (ambos mayores en A. correntina). En el
componente 2, que explica el 14,7 % de la variacion total, los caracteres de las flores de A. correntina se
proyectaron con mayor dispersién que las de A. villosa, quedando la variabilidad de estas ultimas dentro
de las primeras. Los caracteres que mas contribuyen al CP2 fueron la longitud cepillo estilar, el ancho de

la porcidn distal del estilo y la longitud del filamento libre de las anteras chicas. (Tabla 6)

Long filamento anteras chicas

Long. 3 papilas estigma

Long. anteras grandes

Long. 3 tricomas estilares
Long. anteras ch\cas';L,_& Long. ovario-hipantio

w
o n

An. estigma n .
An_estilo antes del estigma =

CP2(148%)
a

o
P
o Long. estigma Long. diente inferior

= An. Estandarte

o
Long filamento anteras grandes

i Long. cepillo estilar
An. estilo

00 200 0,00 200 600
CP 1 (34,0%)

Figura 10. Analisis de Componentes Principales basado en caracteres morfolégicos de las flores
de A. correntina (azul) y A. villosa (verde). Las lineas indican la magnitud (longitud) y el sentido de la

contribucién de los caracteres a los CP1y CP2.

Tabla 6. Contribucidon de los caracteres morfolégicos a los CP1 y CP2 del Analisis de Componentes

Principales de flores abiertas.

Caracteres morfométricos CP1 CP2
Ancho del estandarte (cm) 0,29 -0,2
Longitud del diente inferior del céliz (cm) 0,39 -0,1
Longitud ovario hipantio (cm) 0,42 0,01
Filamento libre antera grande (um) -0,21 -0,31
Longitud antera grande (um) 0,4 0,19
Filamento libre antera chica (um) -0,05 0,48
Longitud antera chica (um) 0 0
Longitud del cepillo estilar (um) 0,11 -0,43
Ancho mayor del estilo (um) -0,06 -0,47
Ancho de estilo antes del estigma (um) -0,34 -0,05
Longitud 3 tricomas estilares (um) 0,26 0,02
Longitud estigma (um) -0,06 -0,09
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Ancho mayor estigma (um) -0,41 -0,01

Longitud 3 papilas del estigma (um) -0,08 0,41

3.2.1.5. Estimacioén de la exhibicion floral: Al combinar la dimensidn del estandarte con la longitud del
hipantio en flores abiertas con la densidad de flores para realizar una estimacién de la exhibicion floral,

este valor resulté casi 20 veces mayor en A. correntina que en A villosa. (Tabla 7).

Tabla 7. Estimacion de la exhibicion floral conjunta en especies de Arachis.

Densidad Ancho estandarte Longitud hipantio Exhibicion floral
17,49 1,81 7,96 251,98
3,1 1,59 2,76 13,60

3.2.2. Relacién Polen — Ovulo

La evaluacion de los ovarios revel6 que ambas especies presentan consistentemente 2 évulos por
flor. En cuanto al analisis del niumero total de granos de polen, los resultados mostraron que Arachis
correntina presenta mayor cantidad de granos de polen por flor que A. villosa (9.288 vs. 6.565,
respectivamente; Tabla 8). En consecuencia, la relacién polen/6vulo (P/O) fue mayor en A. correntina
(4.644) que en A. villosa (3.283).

Tabla 8. Relacion polen/évulo (P/O).

Muestra A. correntina A. villosa
Boton 1 10.254 5.545
Boton 2 9.602 9.440
Boton 3 8.008 4,711
Promedio 9.288 6.565
Numero de 6vulos 2 2
Relaciéon P/O 4.644 3.283

3.2.3. Apertura de anteras
El analisis de las anteras revelé que en ambas especies las mismas permanecieron cerradas en
todas las muestras fijadas entre las 18:30 pm y las 3:00 am. Las muestras fijadas a partir de las 4:00 am

mostraron polen fuera de las anteras en todas las flores diseccionadas (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la determinacion del horario de apertura de las anteras.

Especie Fase floral Horario Resultado
18:30 Negativo

00:00 Negativo

01:00 Negativo

A. correntina Boton 02:00 Negativo
03:00 Negativo

18:30 Negativo

. . 00:00 Negativo

A. villosa Boton 01:00 Negativo
02:00 Negativo
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03:00 Negativo

3.2.4. Receptividad del Estigma

La prueba de Osborn mostré que, en flores sin castrar de A. correntina y A. villosa, tomadas de
plantas mantenidas en invernaculo, los estigmas presentan actividad peroxidasa desde el inicio de la
expansion acelerada del botén floral (18:30 h del dia previo a la apertura de la flor), manteniendo su
actividad hasta las 12:30 h del dia en que la flor se encuentra completamente abierta (Tabla 10). En flores

emasculadas se observé el mismo periodo de actividad peroxidasa en los estigmas.

Tabla 10. Resultados del analisis de receptividad estigmatica mediante la prueba de Osborn. Se

indican resultados positivos (P) o negativos (N) tanto en flores con anteras (A) y emasculadas (E)

Especie Fase floral Horario Repeticion Resultado
. . 1 P (A)
Botén 18:30 5 P (A)
: 1 P (A)
08:30 5 P (A)
09:10 L P (E)
. 2 P (E)
A. correntina 1 P (E)
Flor abierta 09:40 5 P (E)
: 1 P (E)
10:40 5 P (E)
: 1 P (E)
11:00 > P (E)
. : 1 P (A)
Botén 18:30 > P (A)
: 1 P (E)
09:10 5 P (E)
A. villosa 09:40 1 P (E)
. 2 P (E)
Flor abierta
10:40 1 P (E)
' 2 P (E)
: 1 P (E)
11:00 > P (E)

3.2.5. Experimentos de Reproduccién en Invernadero por autogamia espontanea y artificial
3.2.5.1. Prueba de autopolinizacién y autofertilizacién (control autogamia): en A. villosa se registro la
elongacion de 53 ginéforos de un total de 73 flores marcadas, lo que representa una eficiencia reproductiva
por autogamia espontanea del 72,6 %. La elongacion de los ginéforos se observé a partir del quinto dia
desde la apertura de la primera flor incluida en el analisis y la observacion se extendié hasta 15 dias
después desde la ultima flor estudiada. En contraste, en A. correntina no se observo elongaciéon de
ginoforos en ninguna de las 100 flores de tres plantas incluidas en el andlisis. El seguimiento continué
durante 15 dias posteriores a la apertura de la ultima flor evaluada, con el fin de verificar la posible aparicion
de nuevos ginoforos, sin embargo, el resultado fue una eficiencia reproductiva del 0 %.

Durante el periodo experimental, se registré un total de 73 flores en A. villosa en el transcurso de 43

dias, mientras que en A. correntina se alcanzaron 100 flores en solo 31 dias. En A. correntina, la floracion
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fue mas continua y abundante, con la apertura de nuevas flores practicamente todos los dias, lo que indica
una mayor tasa diaria de floracion (Fig. 11). En contraste, A. villosa presentd una floracién mas espaciada
en el tiempo, con intervalos sin apertura de flores y picos aislados de floracion, reflejando un patrén de

aparicion mas espaciado. (Fig. 12)
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Figura 11. Dinamica de floraciéon y elongacion de ginéforos en A. correntina observadas en

condiciones de invernaculo para el control autogamia.
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Figura 12. Dinamica de floracién y elongacién de ginéforos en A. villosa observadas en condiciones

de invernaculo para el control autogamia.

Prueba de autopolinizacién por accion manual del sistema: El sistema fue accionado en 84 flores

pertenecientes a tres plantas de A. villosa. Como resultado, se observo la elongacion de solo 2 ginéforos
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al finalizar el periodo experimental, lo que representa una eficiencia reproductiva del 2,38 %. Este valor
fue significativamente inferior al 72,6 % registrado en el ensayo de autofecundacion espontanea.

En A. correntina, se acciond el sistema en 100 flores de tres plantas, observandose también la
formacion de 2 ginoforos. La eficiencia reproductiva resultante (2 %) fue ligeramente superior a la obtenida
en el ensayo de autofecundacién espontanea, en el cual no se registré formacion de ginéforos (0 %) (Fig.
13).

Arachis villosa

Arachis correntina

0 20 40 60 80

Porcentaje de eficiencia reproductiva

B Autopolinizacién manual ~ H® Control autogamia

Figura 13. Eficiencia reproductiva de A. correntina y A. villosa (medida en porcentaje) bajo dos

pruebas de control autogamia y autopolinizacion manual en condiciones controladas.

4. DISCUSION

Los sistemas reproductivos en plantas engloban el conjunto de estructuras y procesos que
determinan tanto la fecundidad como la composicidn genética de la descendencia. Estos sistemas regulan
la produccion de semillas y frutos y condicionan la transmisiéon de genes entre generaciones, por lo que
constituyen un eje central en la organizacién de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones (Wright
1978). Como resultado, actuan también como un agente selectivo clave en la evolucién de la forma vegetal
y de los rasgos vinculados a la historia de vida (Willson 1979; Charlesworth y Charlesworth 1981; Charnov
1982).

Ademas de su importancia evolutiva, la comprensién de los sistemas reproductivos posee un valor
practico fundamental en agricultura, ya que permite manejar los patrones de cruzamiento y reproduccion
en cultivos y variedades domesticadas, asi como el uso mas eficiente de especies silvestres para
introgresar genes de interés a los cultivos. En este sentido, la diversidad de estrategias reproductivas
observada tanto en especies silvestres como cultivadas refleja la amplia variacién que existe entre taxones,
motivando el interés creciente por investigar estos sistemas y su impacto sobre la estructura genética y el
rendimiento de las poblaciones (Uyenoyama et al. 1993; Holsinger 1996).

En este marco, el estudio llevado a cabo en este TFG constituye una primera aproximacién hacia la
comprension del sistema reproductivo de dos especies de Arachis intimamente relacionadas y distribuidas
en el extremo sur del area de la seccion. Si bien aun restan muchos aspectos por confirmar y dilucidar, los
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analisis realizados demuestran claramente que estas especies han divergido en su sistema reproductivo,
evidenciandose la alogamia como sistema reproductivo preferencial en una de ellas, en contrapartida a la
autogamia considerada para todas las especies del género y se revela la existencia de insectos

polinizadores nativos y exéticos en poblaciones naturales.

Observaciones in situ en poblaciones naturales

Las observaciones en laboratorio y a campo constituyen un componente esencial en el estudio de
la biologia floral, ya que permiten contextualizar los resultados experimentales bajo condiciones ecolégicas
reales y comprender la dinamica funcional de la polinizacion en las poblaciones naturales. En particular, la
similitud del paisaje en las que viven las poblaciones naturales de las dos especies estudiadas indicaria
que los nichos ecolégicos de las mismas no han diversificado significativamente, ya que ambas viven en
terrenos arenosos, cerca de cursos o espejos de agua y en parches de pastizales lindantes con bosque
alto. Sin embargo, la mayor densidad de flores, el mayor tamafo de la corola y la mayor longitud de hipantio
evidencia una mayor exhibicion floral en A. correntina. La mayor densidad floral de A. correntina, en
comparacion con A. villosa, se debe a su mayor produccion de flores por unidad de tiempo, asociada a
una ramificacion mas abundante y a la mayor cantidad de axilas reproductivas. Al respecto, este es el
primer analisis que demuestra diferencias en los patrones de exhibicion floral entre especies de Arachis;
hecho que cobra mayor significancia evolutiva dado que han sido histéricamente consideradas como
especies cripticas (Burkart 1952) o muy cercanas (Krapovickas y Gregory 1994; Grabiele et al. 2012; Leal
Bertioli et al. 2024).

Las diferencias en la exhibicion floral en grupos de especies evolutivamente cercanas son
reconocidas como uno de los factores que podrian intervenir en la diversificacion de los sistemas
reproductivos (Goodwillie et al. 2009). En este sentido, la exhibicion floral se considera como uno de los
factores que tienden a disminuir en las transiciones de sistemas alégamos a autégamos en grupos de
plantas con polinizacién asociada a insectos (Barrett 2010). Esta tendencia evolutiva es coherente con la
direccion de evolucion filogenética planteada para este par de especies por el hecho que A. villosa ocupa
el extremo sur del &rea de distribucién de la seccion Arachis (Krapovickas y Gregory 1994) y por presentar
una variabilidad genética que queda comprendida dentro de la variabilidad de A. correntina (Grabiele et al.
2012; Leal Bertioli et al. 2024; Inglis et al. 2025).

Con respecto a la identificacion de actividad de polinizadores en Arachis, si bien hasta el momento,
se han registrado actividad de Apis mellifera en accesiones de mani cultivado (Banks 1990) y en A. pintoi
(Otto 2007) cultivadas de ex situ, no hay registro de actividad de polinizadores en poblaciones naturales
de Arachis. En este trabajo se documenté la actividad de A. mellifera en las poblaciones naturales de las
dos especies silvestres de Arachis analizadas y, lo que resulta aun mas relevante, es el registro por primera
vez la actividad de abejas solitarias nativas pertenecientes a los grupos Eucerini (Apidae), Anthidiini
(Megachilidae) y Protandrenini (Andrenidae) como insectos que activan el sistema de alas y quilla den las
flores de Arachis. Por otra parte, se registraron individuos del género Megachile (Megachilidae) en la
Coleccion Entomoldgica del IBONE, los cuales fueron capturados mientras forrajeaban sobre flores de
Arachis correntina en la localidad de Santa Ana.

La actividad de los polinizadores sobre las flores de Arachis se concentra en un periodo muy breve,

desde la apertura de las flores hasta antes de los primeros sintomas de senescencia floral (11 h). El registro
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de finalizacion de visitas de polinizadores a flores de Arachis se di6 alrededor de las 10 h en A. villosay a
las 12 h y A. correntina, a pesar que los mismos continuaban activos en flores de otras especies
simpatricas, lo que sugiere que la recompensa obtenida en Arachis ya no justificaba la visita, como sucede
en otros géneros de plantas (Gori 1983). Esta hipdtesis también se sustenta en la observaciéon que las
flores que fueron visitadas por un polinizador, luego son visitadas efimeramente por polinizadores
subsecuentes, generalmente sin llegar a posarse sobre las alas de la flor (observacién personal). Dado
que las flores de Arachis no presentan estructuras nectariferas (Graham 1941), la recompensa que
obtienen los polinizadores estaria dada por la carga polinica que presentan las flores, la cual seria ofrecida
en su mayor parte para el primer visitante que realice tripping. Esta descarga inicial podria dejar alguna
sefal detectada por los polinizadores que aun no ha sido identificada, sin embargo, esta hipotesis debe
validarse con mas estudios de campo.

Si bien en este TFG no se abordé especificamente la cuantificacion de la frecuencia de visitas de
polinizadores, se documenté que un mismo polinizador visita muchas flores en la misma poblacién,
desplazandose varios metros dentro del area de observacion delimitada, confirmando que las flores
visitadas pertenecen tanto a una misma como a distintas plantas, lo que favoreceria la polinizacién por
geitonogamia o cruzada dentro de las poblaciones, respectivamente. Asimismo, al comparar la frecuencia
de flores visitadas por minuto, se documenté que en A. correntina el valor fue casi del doble que en A.
villosa. Si bien los datos disponibles aun son insuficientes, el hecho de que en A. correntina se registrara
el doble de flores visitadas por minuto que en A. villosa podria explicarse por su mayor exhibiciéon floral.
No obstante, no puede descartarse que los polinizadores observados en este TFG presenten una actividad

diferencial entre ambas especies.

Observaciones en materiales cultivados ex situ

Un punto de partida fundamental en el estudio de los sistemas reproductivos es la caracterizacion
estructural y funcional de la flor (Faegri y van der Pijl, 1979; Weberling 1989; Bell 1991). Desde el punto
de vista funcional, una flor podria considerarse como una estructura compuesta en la que la complejidad
de sus componentes (con excepcién de algunos procesos de exaptaciones y las restricciones
filogenéticas) estan adaptadas a la reproduccion, principalmente sexual (Endress 1994). En este sentido,
los analisis realizados bajo condiciones controladas (no expuestos a insectos polinizadores) estuvieron
enfocados a generar conocimiento que permita interpretar el rol reproductivo de las variantes estructurales
y funcionales de las flores que presentan las dos especies estudiadas.

Los datos de tamano de flor abiertas demuestran dimensiones mayores (estadisticamente
significativo) en A. correntina que en A. villosa para varios de los caracteres analizados, entre ellos el
ancho del estandarte y la longitud del hipantio segun el analisis de PCA. Cuando estos dos caracteres se
combinaron con la densidad de flores en campo para estimar exhibicion floral (Goodwillie et al. 2009), las
diferencias entre las especies se volvieron muy significativas, aproximadamente 20 veces mayor en A.
correntina.

Al respecto se ha propuesto que la tasa de alogamia esta mas fuertemente asociada con la
dimension de la exhibicion floral conjunta (producto del tamario de la flor y el nimero de flores/m2) que con
el tamario de la flor o densidad floral considerados de manera aislada (Goodwillie et al. 2009). A su vez,

estos autores sugieren que una relacién positiva entre la tasa de alogamia y exhibicién floral, estaria en
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concordancia con la teoria de asignacion de recursos para reproduccion sexual, que propone que la
inversion total en estructuras atractivas por inflorescencia, en este caso parcelas de las poblaciones, es
menor en las especies autdgamas. Por ende, una menor asignacion a estructuras de atraccién en especies
autdbgamas permitiria una mayor inversion de recursos reproductivos en la provision de frutos o semillas
(Lloyd 1987), lo que podria explicar, en parte, la tendencia a ratios mas altos de fruto—flor y semilla—6vulo
en especies autégamas respecto de especies alégamas (Charlesworth 1989). Este razonamiento, podria
explicar en parte, la alta produccion de semillas citada usualmente por coleccionistas para A. villosa
comparada con A. correntina en poblaciones naturales. Los experimentos a campo orientados a dilucidar
la produccion diferencial de semillas de plantas de ambas especies en condiciones naturales se
encuentran en curso.

En cuanto a los aspectos funcionales, la receptividad del estigma es una etapa crucial en la
maduracién de la flor que puede influir en gran medida en la tasa de autopolinizacién, el éxito de la
polinizacion en diferentes etapas de la flor, y en la interferencia entre las funciones masculina y femenina,
entre otras (Rathcke 1983; Knox et al. 1986; Galen ef al. 1987; Barrett 2002). Es por ello, que las pruebas
sobre el momento y la duracién de la receptividad estigmatica son fundamentales para comprender los
resultados de estudios de cruzamientos y de polinizacion artificial (Stone et al. 1995). El patron temporal
observado, sugiere que ambas especies presentan dicogamia protoginica parcial, es decir, las flores
hermafroditas muestran receptividad estigmatica que se inicia varias horas (9-10 h) antes de la dehiscencia
de las anteras y se extiende casi por al menos 18 h (18 h del dia 1 a 12 h del dia 2), mientras que la
liberacidon de polen ocurre recién a las 03- 04 h del dia 2. Esta asincronia parcial evidenciando protoginia
en una primera fase podria ser interpretado como un mecanismo favorecedor de la alogamia. Sin embargo,
la superposicion funcional de ambos sexos en una segunda etapa (entre las 04 h y las 12 h del dia 2)
permitiria la autopolinizacién, sistema reproductivo caracteristico propuesto para el género Arachis
(Krapovickas y Gregory 1994) y de otras leguminosas con mecanismos semejantes (Suso et al. 2015).

En las especies analizadas de Arachis, la protoginia observada no tendria relevancia para
promover alogamia, ya que la fase inicial de receptividad estigmatica ocurre alrededor de las 18:30 h del
dia 1, en estadio de botdn floral y cuando no hay actividad de polinizadores himendpteros. Estudios previos
han sefalado que la efectividad de la dicogamia, en este caso la protoginia, para promover la alogamia
depende criticamente de que las flores estén abiertas y su coincidencia con los horarios de actividad de
los polinizadores (Lloyd y Webb 1986; Harder y Barrett 1996; Barrett 2002). Cuando la asincronia sexual
ocurre en horas en que la flor permanece cerrada o sin visitantes, su valor adaptativo como mecanismo
promotor de la alogamia es limitado o nulo, que seria el caso observado en las especies Arachis
estudiadas.

En el periodo de solapamiento funcional entre las fases femenina y masculina, el estigma en
ambas especies —localizado en la porcion distal del estilo y protegido dentro de la porcion distal de la
quilla— se encuentra separado espacialmente de las anteras, espacio mayormente ocupado por el cepillo
estilar. Esta separacion espacial de los érganos sexuales en una flor hermafrodita, constituye otro factor
que promueve la reduccién de la autopolinizaciéon mediante la disminucién del contacto directo entre el
polen propio y el estigma (Lloyd y Webb 1986; Barrett 2002).

En A. correntina, la hercogamia observada se ve reforzada por la pequefa superficie estigmatica,

situada en el extremo de la quilla y protegida por densas papilas periestigmaticos, lo que dificulta el
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contacto con el polen propio y, por tanto, reduce la probabilidad de autopolinizaciéon. En contraste, en A.
villosa, la superficie estigmatica es mas amplia, plana y retrorsa, quedando mas expuesta y aumentando
la probabilidad de contacto con el polen de las anteras de la misma flor, lo que podria disminuir la eficacia
de la hercogamia y favorecer la autopolinizacion (Lu et al. 1990).

Un mecanismo adicional que podria reducir o anular esta separacion espacial es el alargamiento
tardio del filamento de las anteras pequefas, inferido a partir de la comparacion entre la posicion de estas
anteras en botones florales y flores abiertas. En este proceso, las anteras pequefas con escaso contenido
de polen y que inicialmente se ubican en una posicidon mas proximal que las anteras grandes—productoras
de la mayor parte de la masa polinica— (Fig. 14A), experimentan un desplazamiento durante la
dehiscencia o post-dehiscencia, posicionandose distalmente a las anteras grandes (Fig. 14B). Este
movimiento, determinado por el alargamiento de los filamentos estaminales (de unas 1100 -1400 um)
funciona como un “émbolo floral” que impulsa el polen hacia el apice de la quilla (Paulino et al. 2016).
Durante este trayecto, el polen atraviesa el cepillo estilar, cuyos pelos antrorsos parecen no obstaculizar
el movimiento hacia la punta de la quilla (Fig. 14C) (ClaRen-Bockhoff et al. 2004b; Brantjes 1981a, b).

Figura 14. Disposicion de las anteras pequefias en distintos estadios del desarrollo floral de
Arachis. A. Anteras pequefas en botones florales a las 7:55 h. B. Anteras pequefias elongadas en flores
abiertas a las 12:00 h. C. Clarificacion de la quilla de flor abierta mediante tratamiento con NaOH. Las

flechas rojas sefialan las anteras pequenas en cada panel.

Este mecanismo de émbolo cargador de cepillo probablemente funcione diferencialmente en ambas
especies. En A. villosa podria favorecer el contacto directo de la superficie retrorsa del estigma con el
polen de la propia flor, superando las dificultades impuestas por la hercogamia, sin necesidad de
intervencién de polinizadores, a la vez que el cepillo queda cargado de polen para una eventual visita de
polinizadores. Por su parte, en A. correntina este mecanismo no aumentaria las chances de polinizacion
con polen de la propia flor debido a la morfologia del estigma y de las papilas periestigmaticas, sino que
cargaria el cepillo para que cuando los polinizadores activen el sistema de alas y quilla, el polen sea
arrastrado hacia afuera de la quilla por el cepillo. Por otra parte, como el estigma se localiza por sobre la
carga polinica propia en el cepillo, al ser exertado por el tripping de la flor, el primer contacto con polen
sera con el que transporta el polinizador, favoreciendo la alogamia, aunque aun se requiere de mas

observaciones de campo para confirmar esta hipotesis.
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El conjunto de caracteres y mecanismos descriptos en ambas especies habrian evolucionado para
favorecer la alogamia (manteniendo separacién espacial y funcional efectiva) en A. correntina y para
facilitar la autogamia en A. villosa, como lo reportado par otros grupos de angiospermas (Lloyd y Webb
1986; Harder y Barrett 1996). En este sentido, la aparicion de una superficie estigmatica ampliada y
retrorsa, sumada al crecimiento diferencial del filamento estaminal de las anteras pequefias causando el
desplazamiento de polen hacia la parte distal de la quilla, habria sido clave para la promocion de la
autogamia en A. villosa, anticipando la autofecundaciéon por el mecanismo de émbolo, a la alogamia

promovida por la accion del tripping por parte de los polinizadores.

Experimentos bajo condiciones controladas

Los ensayos experimentales de eficiencia reproductiva en condiciones controladas evidenciaron
diferencias marcadas entre las especies. En A. villosa, la elevada eficiencia reproductiva (72,6 %)
evidencia un sistema reproductivo capaz de formar semillas por autogamia muy eficiente en el periodo
evaluado. Este resultado concuerda con lo esperado a partir de las observaciones de morfologia
funcional de las flores descripta en este TFG para la especie y con las observaciones de campo. En
contraste, en A. correntina la no elongacion de ginéforos bajo las mismas condiciones de cultivo
controlado, evidencio la ausencia de autofecundacion espontanea efectiva. Estos datos estan en plena
concordancia con los demas analisis obtenidos de morfologia funcional y observaciones de campo, que
sugieren un sistema reproductivo que promueve la polinizacién con polen de otra flor, por alogamia o
geitonogamia.

Por otra parte, en los ensayos de accion manual de las alas y quilla (tripping) simulando el
movimiento de los polinizadores la eficiencia reproductiva fue baja en ambas especies (2,38 % en A. villosa
y 2% en A. correntina), incluso inferior a la registrada por autogamia espontanea en A. villosa. La falta de
elongacion de gindforos en los ensayos con tripping manual sugiere que, aunque la manipulacion de las
flores imita parcialmente el movimiento que realizan los polinizadores sobre las alas y la quilla floral, no
reproduce con precision las condiciones mecanicas y fisiolégicas necesarias para lograr una transferencia
de polen efectiva. En las flores papilioideas, la columna reproductiva (estambres y estigma) esta encerrada
dentro de la quilla de la flor y queda expuesta cuando el polinizador presiona contra el ala y los pétalos de
la quilla (Mabin et al. 2024). Durante el proceso de tripping, el estigma roza el cuerpo del polinizador
cargado de polen, mientras las anteras liberan simultaneamente nueva carga polinica sobre él (Paulino et
al. 2016; Mabin et al. 2024). Por lo tanto. bajo condiciones experimentales, aun cuando se simule la
actividad mecanica sobre los pétalos y la quilla, es probable que en ausencia de polinizadores la masa de
polen quede desviada y no alcance el estigma —como se ha observado al registrarse la deposicién de
polen sobre el estandarte (dato no mostrado)—, lo que explicaria la falta de fecundacion.

Considerando estas observaciones y los rasgos morfoldgicos de A. correntina, se esperaria que, en
las poblaciones naturales, la combinacion de la accién de tripping promovida por polinizadores con el
mecanismo de presentacion de polen tipo piston incremente la eficiencia de polinizacion al facilitar el

contacto del estigma con el polen previamente acumulado en el insecto (Suso et al. 2015).

Implicancias genéticas de los diferentes sistemas reproductivos en las poblaciones de Arachis
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La combinacién de los sistemas reproductivos, flujo génico y dispersion de semillas determina el
tamafio efectivo poblacional (Ne), la estructura genética y la variacion disponible para la evolucién. En
especies con autogamia alta y dispersion extremadamente limitada, la genética de poblaciones predice
incrementos marcados en la homocigosidad, mayor diferenciacion entre plantas vecinas y reduccién del
Ne (Wright 1931; Dobzhansky 1937; Charlesworth y Charlesworth 1995; Hamrick y Godt 1996). Por el
contrario, sistemas con mayor alogamia y transferencia de polen por polinizadores promueven el flujo
geénico, incremento del Ne y reduccion de la deriva genética dentro de microparches espaciales (Ellstrand
2014). En plantas geocarpicas como Arachis, donde las semillas practicamente no se dispersan mas alla
de la extension de las ramas, el intercambio de polen es el principal mecanismo de flujo génico. Por ello,
incluso diferencias sutiles en la presentacion del polen, accesibilidad del estigma o eficiencia de la
autogamia pueden generar patrones fuertemente contrastantes de estructura genética fina, moldeando los
acervos genéticos, incluso a escalas tan pequefias como de unos pocos metros (Vekemans y Hardy 2004).

En este contexto tedrico, los sistemas reproductivos diferenciales observados en las dos especies
de Arachis aqui estudiadas podrian estar influenciando la variabilidad y estructura genética de las
poblaciones. En A. correntina, la evidencia de un sistema reproductivo que promueve la alogamia mediada
por polinizadores incrementaria el flujo génico y generaria mayores niveles de heterocigosidad debido al
intercambio de alelos entre plantas vecinas a través polinizaciones cruzadas. Esta hipotesis es totalmente
compatible con los valores de heterocigosidad citada recientemente para distintas poblaciones de A.
correntina (Moreno et al. 2025). En contraste, el sistema reproductivo que promueve la autogamia en A.
villosa, en conjunto con la geocarpia, favoreceria el establecimiento de linajes individuales, aumentando la
homocigosidad dentro de cada uno de ellos. Esta prediccion de baja heterocigosis en los individuos
también fue recientemente observada en las poblaciones de A. villosa analizadas (Moreno et al. 2025). En
este contexto, los efectos de la deriva genética podrian favorecer la fijacion aleatoria de alelos y reducir
aun mas la variabilidad dentro de cada microparche, mitigados, en parte, por eventuales fecundaciones
cruzadas mediadas por polinizadores.

El conjunto de datos evidencia como pequefios cambios estructurales en los érganos reproductivos
podrian tener una gran influencia en la magnitud y distribuciéon de la variabilidad genética en los acervos
genéticos, en la dinamica evolutiva de las poblaciones, y probablemente en el potencial evolutivo de las
especies de Arachis. Estas diferencias adquieren especial relevancia para la coleccién, conservacion y el

manejo tanto de sus poblaciones naturales como de las accesiones de germoplasma mantenidas ex situ.

5. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio revelan diferencias claras en los sistemas reproductivos
de Arachis correntina y A. villosa. La primera presenta un sistema predominantemente ald6gamo, mientras
que la segunda exhibe un sistema autégamo altamente eficiente aceptando la hipétesis que ambas
especies presentan sistemas reproductivos diferenciales.

Estos sistemas reproductivos diferenciales estan determinados por diferencias en caracteres
florales, que por un lado incluyen la morfologia del estigma que favorece la autofecundacion en A. villosa
y por otro el tamafio de las flores, que, en conjunto con la densidad floral, aumentan la exhibicién

promoviendo la alogamia en A. correntina; confirmando la segunda hipétesis.
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Por primera vez, se documento la actividad de polinizadores nativos pertenecientes a diversos
grupos taxonémicos en poblaciones naturales de Arachis, y que estos insectos activan efectivamente el
sistema de quilla y alas de las flores promoviendo la alogamia, confirmando la tercera hipotesis.

Los mecanismos reproductivos evidenciados para estas especies silvestres de Arachis tienen
implicancias directas para la conservacion in situ y ex situ, ya que comprender la dependencia de
polinizadores para la reproduccién efectiva y las estrategias de autopolinizacién, permite planificar de
manera adecuada la preservacion de poblaciones naturales y el mantenimiento de diversidad genética.
Asimismo, los hallazgos aportan informacién valiosa para programas de mejoramiento de mani, al
evidenciar como la morfologia floral y la interacciéon con polinizadores pueden influir en la eficiencia

reproductiva y en la produccion de semillas.
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