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RESUMEN

Cynara cardunculus L var. silvestris es una especie considerada como una maleza
invasora naturalizada en muchas zonas templadas de la Argentina y otras partes
del mundo. Cynara presenta elevados rendimientos de biomasa en ambientes
restrictivos, como tierras marginales o contaminadas. En paises del mediterraneo
europeo se realizaron numerosos estudios a fin de evaluar la produccion de
biomasa lignocelulésica, rendimiento en grano y composicion quimica siendo
comparables con cultivos comerciales. Poco se sabe de la fisiologia, composicion
lignocelulésica, variabilidad genética en Argentina. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar las caracteristicas morfolégicas, de rendimiento y
calidad lignocelulésica, como posibles indicadores para la seleccion de
poblaciones. El ensayo se desarrolld en una parcela ubicada en el predio de la
FCA-UNLZ, en plantas de al menos dos afios desde su siembra. Las variables de
estudio se analizaron a partir de muestras obtenidas en 3 plantas de cada
procedencia. Los capitulos se cosecharon a mano y posteriormente fueron
removidos los aquenios ya en estado de madurez fisiolégica. La fraccion
vegetativa se fraccioné en secciones de 50 cm, donde se aislaron los tallos de las
hojas (relacién hoja/tallo). Las muestras de biomasa fueron secadas a estufa a
60°C hasta peso constante y luego fueron molidas a 1 mm para su posterior
analisis quimico. Se realizaron analisis de laboratorio para determinar las
fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina de la materia seca vegetativa para
determinar su potencial uso bioenergético. Para estimar la relacion entre las

variables morfoldgicas, de rendimiento y las variables de calidad de las distintas
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poblaciones evaluadas se realiz6 un andlisis de los componentes principales. A su
vez, se efectuaron analisis de correlacion para determinar el grado de asociacion
entre las variables evaluadas. Los rendimientos tedricos potenciales extremos de
etanol alcanzaron 2126 | ha™ y 546 | ha™ y de grano entre 3,15t ha™ y 0,35t ha™.
Se ha observado que las poblaciones particionan su biomasa de manera
diferencial, pudiéndose concebir distintos destinos productivos. Por ultimo, el
estrato inferior se posiciona como el de mayor influencia en el RMSt+h y ETP. Los
resultados muestran diferencias fenotipicas entre las poblaciones evaluadas,
capaces de diferenciarse en el objetivo final productivo pudiendo ser utilizados en
el sector agroindustrial o energético. Los bajos inputs requeridos y su
adaptabilidad a las condiciones locales, hacen de Cynara una especie interesante

para ser estudiada en la Argentina como fuente de material lignoceluldsico.
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Capitulo |

I.1. INTRODUCCION

I.1.1. Problematica actual de los biocombustibles.

El cambio climatico es una realidad que trae variadas consecuencias: entre ellas
el aumento de los precios de la energia, del valor de la tierra y la escasez de agua
a nivel global. La crisis energética es una de las amenazas mas graves para la
sostenibilidad de la civilizacion y los seres humanos. (Goh et al., 2010). El
crecimiento del consumo de alimentos con mayor calidad nutricional, el incremento
de la demanda de piensos y el acrecimiento en la demanda de combustibles han
sido nuevas necesidades que conducen al planeta ain mas hacia el extremo y se
prevé por esas circunstancias, que los mercados mundiales de granos sean mas
estrictos en el futuro que en los ultimos 40 afios (OCDE-FAO, 2016). La demanda
de materias primas para producir biocombustibles y otros productos bioindustriales
depende de los precios de la energia, granos, mandatos de las politicas de
biocombustibles y la velocidad con la que los biocombustibles de segunda
generacion (basados en materiales lignoceluldsicos) estén disponibles (Fischer et
al., 2014). Las predicciones sobre el consumo de biocombustibles a partir de
entonces son altamente inciertas. La FAO supone que la demanda se estabilizara
después de 2020. Esta realidad se afiade al crecimiento poblacional y al aumento
del ingreso per capita a nivel global, que presionan mas sobre los precios alcistas

del mercado.
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La produccion actual de biodiesel y bioetanol se basa en materias primas
oleaginosas y almidonadas/azucaradas, respectivamente, lo que ha generado un
gran debate acerca de su sostenibilidad (Gorter et al., 2013). Esto implica un
compromiso entre el destino alimenticio y energético de los commodities que
puede afectar la seguridad alimentaria. La expansion futura del area para el uso
agropecuario incurrira en un riesgo significativo para la permanencia de
ecosistemas naturales y para la sustentabilidad de los nuevos suelos agricolas
logrados por el avance productivo. Aunque la tasa absoluta de aumento del
rendimiento del cereal ha sido notablemente lineal, en los Ultimos 50 afios, las
tasas relativas de rendimiento aumentan decrecientemente desde la revolucion
verde. Se cree que pronto se alcanzard una meseta tecnologica para los
rendimientos de los cultivos tradicionales. Por lo tanto, la produccion de
biocombustibles de segunda generacién se convierte en una solucion que cada
dia es vista con mejores expectativas (Aditiya et al., 2016). Por estos motivos,
resulta relevante el estudio de especies vegetales perennes no convencionales,
capaces de producir importantes volimenes de biomasa en especial en ambientes
marginales, sin interferir en precios de mercado alimenticio. Es en este contexto
donde se inserta Cynara cardunculus cuyos antecedentes y posibilidades de uso

en la Argentina seran discutidos en secciones subsiguientes

I.1.2. Caracteristicas de la biomasa lignoceluldsicay su composicion
Técnicamente, la biomasa lignocelulésica almacena energia solar a través de la
fotosintesis, mediante la absorcion de dioxido de carbono. Por lo general, la

fotosintesis convierte menos del 1 % de la luz solar en energia quimica
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almacenada en los enlaces de componentes de la biomasa (McKendry, 2002).
Aun asi, la biomasa lignocelulésica es la materia prima renovable més abundante,
su produccién anual se ha estimado 1 x 10 millones de toneladas alrededor del
mundo (Sanchez & Cardona, 2008). Cuando esta energia se libera a través
reacciones termoquimicas como la combustién o la gasificacion, produce diéxido
de carbono (CO,) y agua. El proceso es ciclico ya que el CO, esta disponible para
producir nueva biomasa. La sostenibilidad fundamental del biocombustible a partir
de biomasa se basa en la naturaleza ciclica o renovable de la biomasa. Sin
embargo, debe ser sefialado que hay un lapso de tiempo entre la liberacién
instantanea de CO, del uso de bioenergia y fotosintesis, que crea debates sobre
la renovabilidad de la biomasa lignocelulésica. EI material lignocelul6sico
generalmente se puede dividir en tres componentes principales: celulosa (30-50
%), hemicelulosa (15-35 %) y lignina (10-20 %). Las fracciones de celulosa y la
hemicelulosa constituyen aproximadamente el 70 % de la biomasa total y estan
estrechamente unidas al componente lignina a través de enlaces covalentes e
hidrégenos que hacen que la estructura sea muy robusta y resistente a cualquier
tratamiento (Knauf et al., 2004). Adicionalmente, la lignocelulosa contiene

proteinas, lipidos, agua y otros elementos.

La celulosa ((Ce¢H1005)n) €s un componente lineal estructural de la pared celular
de una planta que consiste en una cadena larga de monémeros de glucosa unidos
por enlaces B (1-4) glicosidicos que pueden alcanzar varios miles de unidades de
glucosa de longitud. Posee una estructura de matriz fuerte, compacta y cristalina

(Sun et al., 1998).
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La hemicelulosa ((CsHgO4)n), por otro lado, es una estructura amorfa y variable
formada por heteropolimeros que incluyen hexosas, pentosa y pueden contener
acidos de azucar. Su cadena principal esta compuesta principalmente por enlaces
de xilano B (1-4) que incluyen D-xilosa (casi el 90 %) y L-arabinosa
(aproximadamente el 10 %). Las hemicelulosas de la madera blanda son
tipicamente glucanos (Kumar et al., 2009). Lo importante a destacar es que,
debido a la diversidad de sus azucares, la hemicelulosa requiere una amplia gama
de enzimas para hidrolizarse completamente en monémeros libres. Es més facil
de descomponer con productos quimicos y / o calor que la celulosa (Cherubini &

Stromman, 2010).

La lignina es el ultimo de los principales componentes que componen la biomasa
lignoceluldsica. La formula empirica es CgH1002(OCHj3),, actia esencialmente
como el pegamento que proporciona la rigidez general a la estructura de las
plantas ya que es un polimero que forma una matriz. Sirve como sistema de
defensa de las plantas contra los patdogenos e insectos. La misma es un
biopolimero aromético y rigido unido mediante enlaces covalentes a xilanos
(porcion de hemicelulosa) que confiere rigidez y un alto nivel de compactacion a la
pared celular (Mielenz, 2001). Las pasturas y residuos agricolas contienen un nivel
de lignina del orden del 10 — 20 % (Abdeshahian, 2010). La degradacién de la
lignina durante los pretratamientos produce componentes que desactivan
sustancialmente las enzimas celuloliticas y por tanto influyen en la hidrélisis

enzimatica. Estudios lo sefialan como el principal componente de la pared celular
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limitante de la degradacion de la fraccion fibrosa (Van Soest, 1994). Este impacto

negativo provocado por la lignina ha suscitado interés en ser reducido.

I.1.3. Proceso de transformacion a etanol de segunda generacion

La biomasa lignocelulésica se puede transformar en bioetanol a través de una
conversion bioquimica o termoquimica. Ambas rutas implican la degradacion de la
estructura recalcitrante de la pared celular en fragmentos de los tres componentes
(Figura 1). Cada polisacarido se hidroliza en azucares que se convierten en
bioetanol seguido de un proceso de purificacién (Achinas & Euverink, 2016).

Simultaneous saccharification
and fermentation (SSF)
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Figura 1. Estados de produccion de bioetanol. Adaptado de (Achinas & Euverink, 2016)

Los objetivos fundamentales del pretratamiento son: reducir el estado cristalino de
la celulosa vy, por otro lado, disociar el complejo celulosa-lignina y hemicelulosa-
lignina (Figura 2). Esto busca aumentar el area superficial del material, para la

formacién de azlcares o permitir formar posteriormente azlcares por hidrélisis y

18
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disminuir la presencia de aquellas sustancias que dificulten o inhiban la hidrélisis y

fermentacién (Faba et al., 2014).

Hemicellulose Pretreatment

Hemicellulose

Cellulose
Cellulose

Figura 2. Esquema del papel del pretratamiento en la conversién de biomasa en combustible.
(Adaptado de Hsu, et al., 1980)

El desempefio de la hidrolisis esta altamente asociado al proceso de
pretratamiento. Durante esta reaccion, la celulosa y la hemicelulosa se hidrolizan
en compuestos simples y solubles disponibles para su posterior conversién
(fermentacién) en etanol. Hay dos tipos diferentes de procesos de hidrdlisis que
involucran reacciones acidas (acido sulfarico) o enzimaticas (Kumar et al., 2009;
Patrouilleau et al., 2017). La fermentacion es el siguiente paso y requiere la
presencia de microorganismos para degradar azucares en alcoholes y otros
productos finales. Normalmente, Servomyces cerevisiae convierte los azlcares en
etanol en condiciones anaerdbicas a una temperatura de 30 °C. En esta via,

también se generan otros subproductos en forma de compuestos basados en CO,

19
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y Nitrégeno. S. cerevisiae es un microorganismo prevalente y proporciona un alto
rendimiento de etanol a partir de azlcares. La accibn de microorganismos vy
enzimas sobre fuentes biologicas puede conducir a la produccion principalmente

de etanol y, con menos frecuencia, de propanol y butanol.

El etanol (C,HsOH) se produce a partir de la fermentacién del azlcar (con
azucares C5 tienen menor eficiencia de conversion que C6) después de un paso
de pretratamiento capaz de despolimerizar los polisacaridos C6 / C5 en sus
azucares simples glucosa, xilosa, manosa, arabinosa y galactosa, que pueden ser
facilmente fermentado por microorganismos. Dado que la lignina no puede ser
fermentada, la posibilidad de generar etanol a través de ella no se tiene en cuenta
en la fermentacion. Por el contrario, los tres componentes de la biomasa se
pueden utilizar para producir etanol via gas de sintesis (después de la

gasificacion) (Cherubini & Stromman, 2010).

Por lo antedicho, la produccion de etanol depende de la concentracién de celulosa
y hemicelulosa del material, de la cantidad que puedan ser extraidos sin ser
degradados y tipo de enlace de lignina (Torney et al., 2007). Por lo tanto, se debe
procurar en la seleccion de poblaciones una elevada concentracion de celulosa y
hemicelulosa, una alta digestibilidad y una baja concentracién de lignina (Dien et

al., 2006).

[.1.4. Rendimiento tedrico potencial de Bioetanol

El Rendimiento Teorico Potencial de Bioetanol (RETP) es la cantidad maxima

tedrica de etanol que puede producirse por unidad de masa de materia prima.
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Debido a que los procesos que se requieren para evaluar el rendimiento de etanol
son altamente costosos y complejos para ser producidos a gran escala, éste
puede ser calculado de manera tedrica por distintas vias segun la bibliografia. Una
de ellas es mediante una formula citada por Zhao et al. (2009). Las variables
utilizadas para su célculo son Celulosa, Hemicelulosa y Rendimiento de Materia
seca (RMS). Los métodos analiticos de detergente desarrollados por Van Soest
son ideales para evaluar la calidad de forraje, ya que permiten cuantificar las
variables utilizadas para el calculo de RETP (Weimer et al., 2005; Lorenz et al.,

2010).

[.1.5. Cynara cardunculus: caracteristicas generales

Cynara cardunculus es una alternativa para la obtencion de biocombustibles
estudiada en Europa desde hace méas de 20 afios (Angelini et al., 2009; Ottaiano
et al., 2017). Es una especie C3 largamente perenne (=10 afios), mayormente de
polinizacién cruzada, perteneciente a la familia Asteraceae (Sekara et al., 2015).
El género Cynara es originario de la Cuenca del Mar Mediterraneo (Archontoulis et
al., 2010) hecho que le otorga adaptacion a las condiciones xerdfitas. Posee un
ciclo de crecimiento anual (OIP), en el que el cultivo crece y se desarrolla durante
el otofio, invierno y primavera y esta listo para la cosecha durante el comienzo del
verano. Las plantas adultas de las tres variedades botanicas de Cynara (altilis,
scolymus vy silvestris) exhiben un crecimiento vigoroso a lo largo de su ciclo de
crecimiento natural y se ha demostrado el notable potencial de Cynara para su
cultivo en climas mediterraneos en régimen de secano (450-550 mm) (Piscioneri et

al., 2000; Cravero et al., 2012). Se han obtenido rendimientos de 20 t ha™ en afios
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con acumulados de 600 mm y de 25 t ha® con precipitaciones de 800 mm

(Fernandez et al., 2005).

El cultivo de Cynara ha demostrado ser resistente y productivo en tierras aridas
del area mediterrdnea y potencialmente en otros lugares, como la Argentina, con
aplicaciones versatiles, desde obtencion de energia hasta biomateriales o
compuestos fitoquimicos. La produccion de esta especie no convencional esta en
linea con la necesidad de lograr cultivos adaptados y sostenibles en el contexto de
los cambios climéticos, caracterizados por el aumento la imprevisibilidad y

variabilidad climética (Pappalardo et al., 2020).

El género Cynara incluye dos variedades cultivadas: la alcachofa o alcaucil y el
cardo cultivado (Sonnante et al., 2007) y una variedad no domesticada
denominada sylvestris ( “cardo de castilla”). Este ultimo fue reconocido como un

antepasado de ambas variedades cultivadas.

La alcachofa (C. cardunculus L. var. scolymus L.) ha sido tradicionalmente
propagado en forma clonal y seleccionado por su yema floral comestible, las
bracteas y su base. Mientras que el cardo cultivado (C. cardunculus L. var.
altilis), es propagado por semillas y ha sido seleccionado por sus tallos y hojas
carnosas. Por lo tanto, el complejo C. cardunculus es particularmente interesante
porque incluye tanto taxones silvestres como dos cultivos propagados
tradicionalmente por diferentes métodos dentro de una sola especie biologica
(Gatto et al., 2013). Al ser una especie diploide de polinizacién cruzada (2n = 2x =

34) con madurez sexual asincronica y con protandria (dicogamia intrafloral),
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alberga un reservorio genético altamente heterocigoto (Scaglione et al., 2009). Las
tres subespecies son totalmente compatible entre si, y sus hibridos F1 son fértiles
(Portis et al., 2015). Sin demasiado manejo, el cardo se comporta como un cultivo
resistente, con un rebrote anual vigoroso, posee flores atractivas para las abejas y
la adaptacion al estrés por sequia, que hacen de esta planta un buen candidato

para ser cultivado en las tierras aridas. (Gominho et al., 2018).

La variedad silvestre (Cynara cardunculus var. sylvestris) es conocida como una
maleza importante en muchas regiones del globo (White & Holt, 2005). Las
caracteristicas que hacen de esta una maleza agresiva fueron estudiadas por
distintos autores a lo largo de la historia (Canada & Columbia, 1988). Se destaca
que la especie posee semillas con dormicion fisioldgica, contenidas dentro de una
cipcelas que es dispersada por el viento. También es capaz de un rapido
crecimiento, tiene un extenso sistema de raices (se independiza de las
precipitaciones) y es un competidor efectivo por recursos tanto subterrdneos como
aéreos (White & Holt, 2005). La canopia puede acercarse a los 2 m de didmetro y
2 m de altura, creciendo mucho mas que las gramineas anuales que
frecuentemente desplaza. Ademas de alterar potencialmente la disponibilidad de
luz para las plantas circundantes, este gran dosel produce una capa abundante de
rastrojo que puede diferir en la calidad de los nutrientes e influir en los ciclos de
nutrientes del suelo (Potts et al., 2008). Ademas, el meristema apical esta por
debajo de la superficie del suelo, protegido del control mecénico de corte y
heladas. Todos estos factores combinados resultan en una seria amenaza de

invasiéon que es dificil de controlar (White & Holt, 2005). Sin embargo, en los
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altimos afios se ha modificado en algunos paises la cosmovision sobre esta
variedad y se presenta como una oportunidad para la obtencion de diversos

recursos.

El uso de Cynara como cultivo bioenergético perenne en zonas contaminadas
(Pappalardo et al.,, 2020) o con suelos degradados favoreceria el aumento de
materia organica al promover el incremento de la humedad edafica e incorporacion
de residuos actuando como especie fitorremediadora (Dominguez et al., 2017).
Resultados obtenidos por (Williams & Potts, 2003) determinaron que la presencia
de Cynara se asocia con aumentos en la eficiencia del uso del agua, de biomasa
aérea y fotosintesis del ecosistema. Los cambios producidos sugieren el potencial
de este cardo para influir en el ciclo hidrol6gico de una cuenca hidrografica, en el
almacenamiento de carbono del ecosistema a nivel de paisaje y en la sensibilidad
del ecosistema a la variabilidad climética. Si bien la Argentina no contribuye
sustancialmente con la liberacion de gases con efecto invernadero, puede
contribuir con ciertos cultivos al secuestro de carbono, ayudando a mantener un
balance a favor de una menor liberacién de CO, al mismo tiempo que produce

bioenergia.

Otra de las caracteristicas destacadas de esta especie es que contiene cantidades
considerables de compuestos polifendlicos, flavonoides y acidos fendlicos. Todas
las porciones de la planta han demostrado ser una rica fuente de nutracéuticos
gue pertenecen a diferentes clases de compuestos organicos como polifenoles,
fructanos, flavonoides, antocianinas, triterpenos y sesquiterpenos (De Falco et al.,

2015). El potencial como cultivo oleaginoso en un sistema de cultivo perenne se
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confirma en términos de contenido de aceite de semilla y composicién de acidos
grasos, estrechamente relacionadas al del girasol. Si bien el éxito de esta
aplicacion radicaria en el rendimiento de las semillas, actualmente estimado en 1,3
t ha™ (Mancini et al., 2019) y en el desarrollo de una cosechadora adecuada. Otra
posibilidad podria ser cosechar toda la biomasa aérea y luego, en la planta de
procesamiento de biomasa, usar una trilladora para separar las semillas de la
biomasa lignocelulésica. De esta manera, el cultivo podria tener una doble
aplicacion; para energia y las semillas oleaginosas para la produccion de aceite
(Curt et al., 2002). Por otro lado, la torta prensada que se obtiene como un
subproducto del proceso de extraccion de aceite contiene 50,1 % de carbono, 3,8
% de nitrégeno, 0,8 % de fésforo, 0,9 % de potasio y 5,1 % de cenizas (base de

materia seca).

I.1.6. Uso de Cynara como fuente energética alternativa

Produccién de energia

El posible uso de esta especie como un cultivo energético e industrial requiere la
evaluacion tanto de la biomasa total producida como de la biomasa de las hojas,
tallos y capitulos porque las diferentes partes de la planta se caracterizan por una
eficiencia disimil para la produccién de energia (Curt et al., 2005). Por otra parte,
los rendimientos de biomasa seca de Cynara cardunculus var. altilis son muy
variables en relacion con las condiciones climaticas, técnicas de cultivo y

genotipos comparados. Estudios realizados en Italia, Portugal y Espafna informan
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un rendimiento de biomasa seca que varia de 10 a 30 t ha™ debido a las
diferencias entre los sistemas de produccién (i.e. secano, riego, aplicacion de
fertilizantes) (Francaviglia et al., 2016) lo cual indica la capacidad de respuesta de
la especie ante una mejora ambiental. En cambio, el rendimiento de la var.

silvestris oscila entre 8,5y 18,5 (Piscioneri et al., 2000).

La energia contenida en el material vegetal puede ser transformada en sélido
(pellets), liquido (biodiesel o bioetanol) o gas (biogas). El principal problema de
estos combustibles es la dificultad tecnoldgica en su produccion, pudiendo seguir
la transformacion de la biomasa en una biorefineria por tres vias principales:
pirélisis o licuefaccion, hidrélisis y gasificacion (Huber & Dumesic, 2006). La
biomasa de Cynara tiene un alto contenido de materia volatil (mas del 75 %), lo
cual es un beneficio en la gasificacibn de biomasa y puede ser un primer paso
para convertir la biomasa en biogas de sintesis. Por otro lado, diversos estudios
han trabajado sobre el uso de la biomasa de Cynara como combustible sélido con
muy buenos resultados. El procesamiento en pellets y briquetas se realiza para
aumentar la densidad, la homogeneidad de la biomasa y para mejorar las
operaciones de manipulacion (Dahl & Obernberger, 2004). Como estos procesos
consumen mucha energia, es necesario realizar un balance entre aportes y
salidas. La eficiencia energética de la densificacion logra cinco veces mas energia
(13,7 MJ kg 1) que la utilizada en operaciones de campo y transformacion (2,8 MJ
kg ') (Ablanque et al., 2014). La biomasa de Cynara ha mostrado un buen

desempefio como materia prima para la produccién de energia térmica con un
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valor calorifico bruto entre 14,9 y 20,3 MJ kg ~* (Fernandez et al., 2006;Gravalos

et al., 2016;Dominguez et al., 2017)

El aceite de Cynara ha sido testeado para demostrar su viabilidad como materia
prima para la produccién de biodiesel, siendo obtenido por extraccion Soxhlet,
prensa mecanica y extraccion de fluido supercritico. Se han registrado
rendimientos para el contenido de aceite que oscilaron entre 21.96 % y 28.81 %,
mientras que el valor maximo registrado para una muestra de semilla fue 32.47 %
(Benjelloun-Mlayah et al., 1997; Curt et al., 2002). La produccién de biometano por
fermentacién es otra alternativa para la produccion de biocombustibles. Segun
estudios realizados por (Pesce et al., 2017), el cardo es un candidato genuino
como fuente renovable de energia, cuando se considera desde el punto de vista
de su rendimiento de biomasa como el potencial de biometano de su ensilaje a
través de la digestion anaerdbica. El volumen de biometano producido por
tonelada de materia seca (MS) fue comparable a los producidos por ensilaje de
Lolium multiflorum (ryegrass) y Triticum aestivum (trigo). La elevada variabilidad
fenotipica registrada para el rendimiento de biomasa total en genotipos de cardos,
nos indica el potencial de mejora de este cultivo (Gominho et al., 2018). Surge asi
el desafio para los fitomejoradores de desarrollar variedades de cardos para usos
bioenergéticos, con elevados rendimientos de biomasa lignocelulésica y/o granos
teniendo en cuenta la calidad de esta. El conjunto de antecedentes mencionados
sobre la experiencia europea en esta especie sugiere la evaluacién de la misma
en la Argentina en especial como un cultivo alternativo en la regién subhimeda-

semiarida.
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|.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

[.2.1. Objetivos

Caracterizar y comparar la biomasa lignocelulésica de cuatro materiales de
Cynara cardunculus en cuanto a su morfologia, rendimiento y composicion
con potenciales fines bioenergéticos.

Evaluar diferencias entre los distintos estratos de la planta en cuanto a su

rendimiento y calidad lignocelulésica.

[.2.2 Hipotesis

Poblaciones con mayor altura y menos ramificaciones y mayor relacién
hoja/tallo, serian mejores para la produccion de biomasa lignocelulésica con
fines energéticos.

Diferencias en la relacion hoja/tallo por estratos explican la variabilidad de
rendimiento en biomasa acumulada independientemente de la altura de la

planta.
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|.3. MATERIALES Y METODOS.

[.3.1. Material genético evaluado.

Se evaluaron tres procedencias de Cynara Cardunculus var sylvestris
provenientes de dos bancos poblacionales distintos de la Provincia de Buenos
Aires (Poblacion G, Poblacion V), uno de semillas recolectadas en Italia (Poblacion
S, Imagen 2) y uno de C. cardunculus var. altilis originaria de Italia (Poblacion A,
Imagen 1) (semillas donadas por el Dr Raccuia, CNR Italia). La Poblacion S se
origind a partir de aquenios enviados por el Dr Puglia (CNR, Italia) recogidos en
Centuripe a 300 m ASL en la Isla de Sicilia (Italia). La poblacion V (Imagen 3), se
recolect6 en la zona de Abasto (latitud 35° 05" S, longitud 58° 110" O). La
Poblacién G (Imagen 4) proviene de Olavarria (latitud 37° S, longitud 60° 350" O).
Los aquenios fueron recolectados de plantas seleccionadas al azar y agrupados

para obtener muestras experimentales.

Poblacién Nombre cientifico Origen Caracteristicas morfoldgicas

Hojas de gran tamafio
profundamente divididas de
Cynara Cardunculus Olavarria, coloracién grisacea, espinosas.
var sylvestris Argentina  Tallo con espinas. Altura superior
a 1,5 mts. Capitulos medianos.
Alta RHT.

Y Cynara Cardunculus Abasto, Follaje de coloracion verdosa,
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var sylvestris

Cynara Cardunculus

var sylvestris

C. cardunculus var.

altilis

Argentina

Sicilia,

Italia

Sicilia,

Italia

hojas y tallo con espinas. Altura
de planta promedio de 1,5 mts.
Alto nimero de ramificaciones y
de capitulos pequefios. Alto Icap.

Alta biomasa aérea.

Follaje verde oscuro. Plantas con

espinas en borde de hojas y tallos.

Altura de planta promedio de 1 mt.
Poco ramificadas y bajo nimero

de capitulos.

Plantas glabras de color grisaceo
con envés blanquecino, pinnadas
profundamente divididas. Altura
de planta superior a 1,5 mts.
Capitulos de importante tamafio.

Alta biomasa aérea.

Tabla 1. Resumen descriptivo de las 4 poblaciones utilizadas en el experimento. Poblacion,

Nombre cientifico, origen y caracteristicas morfoldgicas.
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Imagen 1. Cynara cardunculus var sylvestris. Poblacién G.

Imagen 2. Cynara cardunculus var sylvestris. Poblacion V.

[ 32
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Imagen 3. Cynara cardunculus var sylvestris. Poblacién S.

Imagen 4. Cynara cardunculus var altilis Poblacion A.

[ 33
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[.3.2. Caracterizacion ambiental del ensayo.

Ubicacion geografica

El ensayo se realiz6 en la campafia 2019/2020 en el predio experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias perteneciente a la Universidad Nacional de Lomas
de Zamora, situada en la localidad de Llavallol, partido de Lomas de Zamora,

Provincia de Buenos Aires, Argentina (Lat. 34° 20.6° S — 58° 26’ 58.7 O).

& UNLZ: Facultad De
Ciencias Agrarias

Imagen 5. Imagen satelital del predio experimental ubicado en la localidad de Lomas de Zamora.

Ref.: Sefialado con rojo se delimita el ensayo de Cynara. (Fuente: Google. (s.f.). [Mapa de
Llavallol, Buenos Aires en Google maps]. Recuperado el 4 de julio, 2020.

Caracteristicas edaficas.
El ensayo se realizé en un suelo bajo historia agricola-pastoril de mas de 80 afios
de antigledad. Las muestras indican que es un suelo de textura fina,

moderadamente bien drenado, con relieve normal y una pendiente media del 1 %.

34
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La clase textural identificada para el sector es franco arcilloso. La reaccién en todo
el perfil es de neutra a ligeramente &cida y presenta moderados rasgos de
hidromorfismo en el horizonte B (Rodriguez et al., 2019; Prack Mc Cormick et al.,
2019). El contenido de materia organica del suelo fue de 3,17 % con un pH de
6,25. Las principales caracteristicas quimicas obtenidas a partir del analisis a 20

cm de profundidad en un ensayo de la parcela se encuentran en la tabla I.

Variable Unidad Valores
Profundidad Cm 0-20
Conduct. Eléctrica DmS. cm 0,06

pH actual 1:2.5 agua unid pH 6,06
Materia Organica % p/p 3,17
Carbono Organico % p/p 1,84
Nitrégeno Organico % p/p 0,20
C/N s/u 9,2
Fosforo extractable mg/kg 20,0

Tabla 2. Analisis de suelo realizado por el Laboratorio de Suelos FCA-UNLZ.

Caracteristicas climaticas

Para la caracterizacion meteorologica (Grafico 1) se utilizd la base de datos
agrometeoroldgicos diarios otorgada por la Catedra de Agroclimatologia de la
FCA-UNLZ (precipitacion, temperatura media, maxima y minima bajo abrigo
meteorolégico) de la estacibn meteoroldégica automéatica Nimbus THP

(Identificador: A872810) localizada en el predio de la Facultad de Cs. Agrarias de
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UNLZ (Latitud -34,78 y longitud -58,45) correspondiente al periodo de estudio (afio
2019-2020). Correspondientes a los meses comprendidos entre enero del 2019
hasta enero del 2020, la temperatura media durante el periodo de evaluacion fue
de 18,07°C, la temperatura maxima promedio de 24,55 °C y la minima media
12,78 °C, con valores maximos y minimos extremos de 38,90 °C y -2,40 °C
respectivamente. En relacién a las precipitaciones, el valor acumulado anual fue
de 1038 mm. La frecuencia de las precipitaciones, demuestra que fue abundante
en la mayoria de los meses del afio. Solo en los meses de febrero, abril, agosto y
noviembre las lluvias no superaron los 50 mm mensuales. Los valores méas altos
estuvieron concentrados en los meses de junio y octubre en los cuales se superé

la barrera de los 150 mm acumulados mensuales.

Datos climatolégicos
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Grafico 1. Condiciones meteorologicas del ensayo obtenidas de estacion meteoroldgica
automatica Nimbus THP (Identificador: A872810) localizada en el predio de la Facultad de Cs.
Agrarias de UNLZ.
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Ref.: Azul: Temperatura minima promedio del aire. Rojo: temperatura maxima promedio del aire.
Verde: Temperatura media del aire. Barras celestes: precipitaciones mensuales acumuladas.
Fuente: elaboracion propia a partir de datos extraidos de http://siga2.inta.gov.ar.

[.3.3. Manejo del cultivo y disefio experimental

El experimento se llevé a cabo sobre plantas que se encontraban dentro de su
tercer afio desde la siembra, ya que durante el primer afio las plantas no florecen y
producen bajos volimenes de biomasa. La unidad experimental posee un marco
de plantacion de 1m entre hilera y 1m entre surco, con una densidad teorica de
10.000 pl ha?, valor al cual se refirieron todos los valores de rendimiento. Las
plantas fueron sembradas en macetas de %2 | en invernaculo, se realizaron raleos
dejando una planta por envase, y luego con un crecimiento adecuado, fueron
trasplantadas a macetas de 18 | y rustificadas a la intemperie. Una vez que
obtuvieron un desarrollo considerable fueron plantadas en la parcela experimental.
Durante los primeros meses de plantacion se realizaron controles con herbicidas
para eliminar la competencia por recursos. Esta especie a partir del segundo afio
se comporta como un habil competidor. Para emular condiciones ambientales
naturales ya que este cultivo se encuentra naturalizado en la zona, no se
realizaron intervenciones fitosanitarias o adicion de nutrientes para garantizar el
desarrollo potencial.

Se utilizé6 un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial con tres
repeticiones, donde el factor principal fueron las variedades y el secundario los

estratos (altura).
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I.3.4. Mediciones y actividades a campo.
El muestreo se llevd a cabo dividiendo la altura total de la planta en 3 estratos
(50cm de seccidn aproximadamente), inferior, medio y superior (sin capitulo), para
determinar la biomasa producida discriminada en altura. La cosecha se efectud
cuando la planta se encontr6 en el estadio 89 (mayoria de capitulos abiertos,
bracteas amarillas o marrones, secas y senescentes. Semillas completamente
maduras) de madurez utilizando la escala BBCH (Hack et al., 1992). (Ver Anexo
A.3). Previo la cosecha, se registraron las siguientes variables morfolégicas:

a) Altura de planta (Altura, cm): Altura hasta la insercién del capitulo mas

alto.

b) Diametro de tallo principal (v, cm),

c) Nimero de ramificaciones (NRamas pl™)

d) Nimero de capitulos por planta (NCap.pl™).

Luego, se despojaron los capitulos para estimar por separado las variables
relacionadas a la fraccidon reproductiva (grano) y vegetativa (tallo y hojas). De cada
poblacién, se cosecharon 3 plantas al azar y se evalué Unicamente el tallo
principal de cada planta para poder comparar entre individuos. Cada estrato se
procesé por separado la fraccidn tallo (subindice t) de la fraccién hoja (subindice
h) y por sumatoria de ambas se obtuvo la fraccion tallo + hojas (subindice t+h). El
rendimiento en materia seca (RMS, t ha') de cada porcién y el total se calculd

realizando el ajuste correspondiente por contenido de Materia Seca (MS, %), el
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cual se describe en Analisis de la calidad de la biomasa en laboratorio. Al mismo
tiempo, se calcularon las siguientes variables:

a) Indice de capitulo (ICap, %):

ICap (%) = RMScap
A7) = R MSpe
b) Relacion hojas/tallo (Rel H/T, %):
retL (o) = RMSh
T Y T Rust

c) Numero de granos por capitulo (granos cap™)
d) Peso de mil (Pmil, g)

e) Rendimiento en grano (Rg, t ha™)

f) indice de cosecha (IC):

RG (tn.ha™1)

%) =
1€.(%) RMS (tn.ha™1)

La humedad de los granos fue estimada por diferencia de peso por secado en

estufa.

[.3.5. Anédlisis de calidad de la biomasa en laboratorio.

Las muestras fueron secadas en una estufa de ventilacion forzada a 60 °C, hasta
peso constante. Posteriormente cada muestra fue molida a 1 mm y se determiné
la calidad en el laboratorio NIRS de la FCA-UNLZ. Los analisis del laboratorio
hamedo se basaron en las metodologias propuestas por la A.O.A.C. (Association
of Official Analytical Chemists, 1990), los protocolos detallados se encuentran en

el sitio web oficial de ANKOM Technology (https://www.ankom.com/analytical-
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methods-support/fiber-analyzer-a2000). Todas las fracciones de quimica humeda,
FDN, FDA y LDA, se estimaron utilizando bolsas de P.E.T. (Tereftalato de
polietileno) en el analizador de fibora ANKOM 220 (ANKOM Tecnology, Macedon,
NY, EE.UU.).

Para la determinacion de FDN que contiene las fracciones de Celulosa +
Hemicelulosa + Lignina, se pesaron 0,500 + 0,005 g del material en las bolsas de
P.E.T. previamente taradas en balanza analitica. Las muestras de 0,500 g, fueron
selladas con calor y colocadas en las bandejas del analizador de fibra. Las bolsas
se sometieron a una solucion de detergente neutro (lauril sulfato + etilen diamino
tetra acetato di sodico (EDTA sal) + sodio borato decahidro (Borax) + sodio fosfato
di béasico + trietilglicol + agua destilada) por 60 minutos a 100°C en agitacion
dentro del analizador de fibora ANKON 220. Una vez finalizado el proceso, se
descarg6 el detergente neutro por la manguera de drenaje del equipo y se
procedié a retirar las bolsas, las cuales inmediatamente se presionaron en un
colador para retirar restos de detergente contenido en el interior de las mismas.
Luego, las bolsas se sumergieron en acetona durante 3 minutos para favorecer el
secado y se extrajo la acetona utilizando la misma prensa/colador. Se dejaron
secar al aire y una vez secas, se llevaron para culminar el secado a estufa de aire
forzado a 65°C durante 48 hs aproximadamente hasta alcanzar peso constante
(AOAC, 1990).

El célculo de FDN se realiz6 por diferencia de pesadas segun la siguiente

ecuacion:
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FDN (%) Peso final — Peso de la bolsa 100
= *
° Peso de la muestra

Para la variable FDA, que comprende las fracciones Celulosa + Lignina, las
muestras provenientes de FDN, una vez pesadas en seco, se sometieron a una
solucién de detergente acido (H2SO4 + cetrimida + agua destilada) durante 60
minutos a 100°C en agitacion, en el mismo analizador ANKOM 220. Se procedi6
de igual modo que para el andlisis anterior.

El célculo de FDA se realizé por diferencia de pesadas segun la siguiente

ecuacion:

FDA(%) Peso final — Peso de la bolsa 100
= *
° Peso de la muestra

La LDA (Lignina), se obtuvo tratando el residuo insoluble acido de las muestras de
FDA con acido sulftrico al 72 % durante 3 horas, en un cristalizador o recipiente
de vidrio profundo de modo de embeber completamente las muestras y
revolviendo a intervalos regulares de tiempo, preferentemente cada 30 minutos.
Luego, se retiraron las muestras y presionaron utilizando la prensa o colador para
eliminar el acido dentro de las bolsas. Se lavaron con agua destilada para remover
los restos del acido y se sumergieron durante 3 minutos en acetona. Se extrajo la
acetona y se secaron hasta peso constante como en los analisis anteriores. El
residuo de la extraccion es la lignina.

El célculo de LDA se realizé por diferencia de pesadas segun la siguiente

ecuacion:
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Peso final — Peso de la bolsa
*

LDA(%) =
(%) Peso de la muestra

Dado que se utilizé la metodologia secuencial para el analisis de las fracciones
analiticas de la fibra (la misma muestra de FDN luego fue utilizada para determinar
FDA y luego LDA), se estimaron los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina
por diferencia entre los porcentajes de las fracciones. El contenido de celulosa
(Cel, %) fue determinado como el porcentaje de tejido remanente al realizar la
diferencia entre (FDA-LDA), mientras que la hemicelulosa (HEM, %) resultd de
realizar la diferencia entre (FDN-FDA) (Goering y Van Soest, 1970). Estas
variables fueron necesarias para poder calcular el rendimiento en etanol teorico
potencial del rastrojo (RETP, mil I/ha) mediante la siguiente ecuacion utilizada por

Zhao et al. (2009):

l
) = (Cel + Hem) * RMSr = 1,11« 0,85 % 0,51 = 0,85 = (1000|0,79)

CEL = Contenido de celulosa (%).

HEM = Contenido de hemicelulosa (%).

RMS = Rendimiento en materia seca de rastrojo (t ha™).

1,11 = Factor de conversion de celulosa y hemicelulosa en azucar.

0,85 = Eficiencia del pasaje de celulosa y hemicelulosa a azUcar.
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0,51 = Factor de conversion de azucar en etanol.
0,85 = Eficiencia del pasaje de azucar en etanol.
1000/0,79 = Peso especifico del etanol (g ml™).

EL valor de ETP surge de no corregir los valores de calidad por el rendimiento de

la biomasa lignocelulésica (RMS t ha™).

1.3.6. Anédlisis estadistico.

Los datos recolectados del ensayo fueron analizados estadisticamente mediante
el uso de los programas Infostat versién 2011 (Di Rienzo et al., 2011) y GraphPad
Prism 6 version 6.01 (Dennis Radushev et al., 2012). Para la caracterizacion y
comparacion de las poblaciones se utiliz6 un DCA con tres repeticiones y se
evaluaron las variables correspondientes a cada fraccion sin las divisiones por
estratos. Para el analisis de los estratos, se utiliz6 un Disefio completamente
Aleatorizado (DCA), con arreglo factorial y 3 repeticiones, donde los factores
fueron las poblaciones y los estratos. Para las variables morfolégicas, de
rendimiento y calidad evaluadas, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para
cada fraccion de biomasa (tallos, hojas y hojas+tallos) para los factores Poblacion y
Estratos, utilizdndose un nivel de significacién de p < 0,01. Se empled un Test de
comparacion de medias de Tukey para determinar grupos homogéneos. Ademas,
se ejecutd un analisis de regresion lineal multiple para estimar la relacion entre la
variable dependiente de biomasa total y las variables independientes tallos, hojas

y pesos de capitulos. El modelo de regresion fue el siguiente:

Y=a+ pix; + Brx; + P3x3
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donde Y = variable dependiente; a = interceptar; (i,5,f; = coeficientes de
regresion parcial; x;, x,, x3= variables independientes. Se efectud el mismo analisis
para comparar el peso de capitulos (variable dependiente) respecto de la porcion

vegetativa para establecer el Icap.

Asimismo, se utiliz6 un andlisis de correlacion entre el RMSe vy las variables de
rendimiento y calidad bioenergética de la biomasa aérea (RMSt, RMSh, Cel, Hcel

y ETP).

Finalmente, para clasificar a las poblaciones, se llevdo a cabo un analisis de

componentes principales (CP) de las variables de rendimiento y calidad.
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Capitulo I

Caracterizacion y comparacion de la aptitud bioenergética de la biomasa

lignocelulésica de cuatro poblaciones de Cynara cardunculus

I.1. RESULTADOS Y DISCUSION

[1.1.1. Variables relacionadas con la fraccion vegetativa y reproductiva.

Los resultados del Andlisis de Varianza (ANOVA) arrojaron diferencias
significativas (p<0,01) entre poblaciones para las variables de Altura, Diametro,
RHT, Ncap, RMSt y RMSh (Grafico 2). Las variables que no presentaron
diferencias significativas fueron Ncap, PST1, PST2, PSH1, PST2, PST3 entre
poblaciones. La poblacion S es la Unica que se diferencia en Altura, RHT, RMSh y
RMSt y fue la que presenté menor altura, menor RHT y los rendimientos mas
bajos. Por tal motivo fueron comparadas las poblaciones en RMSt+h en el Grafico
2, en el cual se aprecian las diferencias significativas de las 4 poblaciones. La var.
altilis present6 los mayores valores de RMSt+h, con una media de 10,31 t haty
un maximo de 12,12 t ha™ (Ver Gréfico 1). Estos resultados coinciden con diversos
autores (Foti et al., 1999; Francaviglia et al., 2006), que encontraron que el cardo
cultivado (var. altilis) suele presentar mayores rendimientos de biomasa que los
cultivares horticolas (var sclolymus) o ecotipos silvestres (var. sylvestris) de cardo.
Se reportan rendimientos de 13,9 t ha™ en la primera cosecha y de 5,1 t ha™ en la
quinta (Gherbin et al.,, 2013), mientras que (Angelini et al., 2009) observaron

1

rendimientos de 19 t ha” 'afio” ' para la variedad altilis. Aunque estudios

45
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demuestran que el factor principal del rendimiento son las precipitaciones

(Fernandez et.al., 2005).

La variabilidad observada entre las poblaciones sugiere que podria ser posible

desarrollar cultivares adecuados para diferentes objetivos de cultivo.

El RETP oscil6 entre valores medios de 1860 | ha™ para la poblacién Ay 576 | ha*
para la poblacién S con extremos de 2126 | ha™ y 546 | ha™. Sin embargo, la
poblacién S, arroj6 los mayores valores de ETP en | tMS™ (316 | tMS™). Las
diferencias se deben a la calidad lignocelulésica de cada variedad. Estos
resultados van en concordancia con lo citado por Fernandes et al. (2015) quienes

obtuvieron valores del orden de 341,77 | tMS™.
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Grafico 2. Valores medios para cada poblacién para las variables morfologicas y de Rendimiento
lignoceluldsico.

Ref.; Altura (cm), Diametro (cm), Rendimiento en materia seca de tallo +hojas (RMSt+h, t ha'l) y
Rendimiento en Etanol Tedrico Potencial (I ha'l) que presentaron diferencias significativas entre
poblaciones. Un asterisco (*) designa diferencias significativas a un 5 % (P<0,05), dos asteriscos
(**) designan diferencias significativas al 1 % (P<0,01) evaluadas mediante Test de Tukey.

Cuando se comparan las poblaciones de acuerdo con la particion de la biomasa
aérea entre tallo, hojas y capitulos, se aprecian diferencias significativas (p<0,05)
(Grafico 3). La Poblacion G se destaca por destinar mayor materia seca a la
fraccion hoja, mientras que el Poblacién S por destinar mayores recursos a la
fraccion reproductiva. No se encontraron diferencias significativas en la particion a

tallo entre las tres poblaciones de mayor produccién de biomasa aérea (Poblacion

[ 47
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A, Poblacion G y Poblacion V). La Poblacion V posee una tendencia a particionar
mA&s a grano respecto de las otras dos poblaciones mas rendidoras en materia
seca. La particion de los tres componentes de la biomasa aérea se asemeja en la

Poblacion Ay Poblacion V, las cuales han mostrado los mayores RMSt+h.

Particiones

80 A

Genotipo A Genotipo G Genotipo V Genotipo S

Particion (%)

Grafico 3. Particion de biomasa aérea de cuatro poblaciones de Cynara cardunculus divididos en
hojas (H, %), tallos (T, %) y capitulos (C, %).

Ref.: Diferentes letras en mayuscula indican significancia (P < 0.05) en fraccion tallo, diferentes
letras en mindscula indican significancia (P < 0,05) en fraccidn hoja y diferentes letras en mindscula
subrayada indican significancia (P < 0.05) en fraccion capitulo en la prueba de Test de Tukey.

Los valores de Rg fueron de 2,12 t ha™ para la Poblacién Ay 0,49 t ha™ para la
Poblacién S (Gréfico 4) con valores extremos de 3,15 t ha y 0,35 t ha™. Diversos
autores (Gominho et al., 2018; Gherbin et al., 2013; Ottaiano et al., 2017), han

encontrado rendimientos similares, con rendimientos de granos en el rango de 0,6

[ a8
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a 4,3 t ha’. El rendimiento del grano se ha relacionado con las caracteristicas de
la planta: por ejemplo, se encontré una relacion directa entre el crecimiento del
cultivo (o el rendimiento de biomasa) y el numero de capitulos por planta, el
tamafio del capitulo y la relacion peso semilla / capitulo, mientras que el contenido
de aceite de la semilla fue constante a través de diferentes tamafos de semillas
(Raccuia et al., 2012).

Los resultados del Analisis de Varianza para los componentes reproductivos Rg,
P1000, Ngranos, Granos/cap e Icap muestran diferencias significativas entre las
cuatro variedades. En el Gréfico 3 se aprecia que el P1000 (40 g) de la Poblacion
A tiene diferencias significativas de primer, segundo y tercer orden con las demas
poblaciones. Se destacan las poblaciones Ay V como las mayores productoras de
grano. La Poblacion S se diferencia por poseer el menor rendimiento en grano
(Rg), junto con el Poblacion G debido a un bajo Ngranos. En el andlisis de
correlacion, el Ngranos es el componente de rendimiento de mayor peso (r =
0,95). Por otro lado, las Poblaciones V y S no presentaron diferencias
significativas en el Peso del grano, pero si en Rg. El nimero de ramificaciones se
encuentra altamente correlacionado con el nimero de capitulos (r = 0,92) y a su
vez también lo estuvo el Ncapitulos con el Ngranos (r = 0,95). Por lo tanto, plantas
mas ramificadas tendrian un mayor potencial de rendimiento en granos, lo cual
corrobora al verificar que el Nramas se correlaciona positivamente con el Rg (r =
0,62). El Ngranos/cap también presentd diferencias significativas al igual que el
Icap donde se destacaron las poblaciones A y V como superiores. Esto indicaria
que los mayores rendimientos podrian ser explicados por un mayor tamafo de

capitulos, hecho que determinaria un mayor nimero de granos por planta.
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Grafico 4. Variables reproductivas que presentaron diferencias significativas entre las 4
poblaciones de Cynara.

Ref. Un asterisco (*) designa diferencias significativas a un 5 % (P<0,05), dos asteriscos (**)
designan diferencias significativas al 1 % (P<0,01) y tres asteriscos (***) designan diferencias
significativas al 0,1 % (P<0,001) evaluadas mediante Test de Tukey.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en el analisis de correlacion entre Altura y
RHT indicaron que poblaciones con mayor altura poseen una mayor RHT (r =
0,73). Aunque cuando se realiza el estudio por estrato, resultd ser que el inferior

es el que posee una mayor RHT.

Correlaciéon Altura-RHT

1.5+
1.0 o
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T e o o
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100 120 140 160 180
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Grafico 5. Correlacién entre variable Altura y RHT utilizando las poblaciones como un conjunto.

[1.1.2. Variables relacionadas con la calidad de la biomasa lignocelulésica.

El Andlisis de Varianza (ANOVA) para las variables de calidad de la biomasa
lignoceluldsica indica que no hubo diferencias significativas en los contenidos de
CEL, HEM, LDA en planta entera (tallo+hojas) entre las cuatro poblaciones

(Gréfico 6.a.).
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El Grafico 6.b., que ordena las variables de calidad lignoceluldsica por fraccién
tallo y fraccién hoja. Se realizaron analisis de T de Student en cada particion, los
cuales indicaron diferencias significativas entre medias. La proporcion de CEL en
hoja posee un valor medio de 24,65 - 46,62 % en tallo. Mientras que el contenido
de Hem fue de 22,38 - 16,44 % para hoja y tallo. Por ultimo, el valor de LIG en
hoja y tallo fue de 15,80 % y 11,53 %. Nuestros datos coinciden con los
contenidos de fibra encontrados para CEL, entre 25,8 - 16 % (Fernandez et al.,
1996) para hoja y 55,2 - 46,8 % en tallo (Gominho et al.,2018). Por otro lado, la
HEM presentd valores superiores a los encontrados por otros autores en el orden
del 11,6 % para las hojas y 17,9 - 27,0% (Lourenco et al.,2017) para el tallo. Los
valores de LIG, también difieren, ya que encontramos inferiores a los citados que
oscilan entre 8,9 -10,2 % (Foti et al.1999; Pereira et al.,1994) para las hojas y del
28,8 - 13,3 % para la porcién tallo (Ballesteros et al.,2007; Antunes et al.,2000;

Lourenco et al. 2017).
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Grafico 6. Valores medios y desvios estandar de las variables de calidad lignocelulésica de planta
entera. a. Variables de calidad lignoceluldsica de planta entera para cada poblacion. b. Calidad
media de las 4 poblaciones de la fraccién hoja y tallo.
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Al realizarse un estudio particionado de la calidad lignoceluldsica de tallo y hoja de
planta entera, se presentaron diferencias entre medias estudiadas mediante Test
de Tukey (p > 0,05). Tal como sucede en el caso de CELt, HEMt, LIGt y HEMh
(ver Gréfico 7) donde se destaca el alto porcentaje de hemicelulosa en hoja y tallo
de la poblacion S. El contenido de CELh y LIGh permanece con valores
constantes en las cuatro poblaciones mientras que, si se enfoca en la porcién de
tallo, se observan diferencias significativas en los tres tipos de fibra. Estas
diferencias en porcentajes de fibras justifican los distintos rendimientos en Etanol

Tedrico Potencial por kilogramo de materia seca.

Si se compara el RMSt+h con las variables de calidad lignocelulésica se aprecia
que existe una fuerte correlacién negativa con CELt (-0,65), HEMh (-0,85), HEMt (-
0,75) mientras que con LIG tiene una baja correlacion positiva (0,5) (Tabla A.2).
Los resultados sugieren que las poblaciones con mayor rendimiento en materia
seca se logran con un demérito en la calidad del material lignocelulésico para la

produccion de bioetanol.
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Gréfico 7. Variables de calidad de planta entera (celulosa, hemicelulosa y lignina de la porcidn tallo
y hoja) de las 4 poblaciones de Cynara.

Ref.. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)) evaluadas
mediante Test de Tukey.
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Los resultados obtenidos mediante el Analisis de Componentes Principales
manifestaron que el CP1 y CP2 explican el 52,0 % y 25,2 % respectivamente, de
la variabilidad total, incluyendo variables de rendimiento y calidad de la planta
entera, vegetativas y reproductivas. Las variables que presentaron mayor
influencia sobre el componente CP1 (en orden de importancia) fueron RMSh
(0,97), ETPe (0,93), Altura (0,86), RMSt (0,88), Diametro (0,80), RHT (0,79), y
mientras que con signo negativo fueron HEMh (-0,95), HEMt (-0,89) y CELt (-0,76)
(Tabla 3). Esto demuestra que el CP1 es un contraste entre rendimiento y calidad
de la biomasa. Por otro lado, el CP2 posee un mayor peso de las variables CELh
(0,88) y LIGt (0,86) ubicadas en el cuadrante superior, mientras que con signo
opuesto predominan Rg (-0,76) y P1000 (-0,72) lo cual sefiala una oposicion entre
rendimiento de grano y calidad de la biomasa lignocelulésica. La correlacion
cofenética fue de 0,939, valor que indica que existe una buena estructura

jerarquica entre los elementos analizados (Sokal y Rohlf, 1962).

Variables CP 1 CP2
Altura | 0,86 0,14
Diametro | 0,80 0,14
Ncap | 0,29 -0,43
RHT | 0,79 0,40
RMSt | 0,88 -0,34
RMSh | 0,97 -0,03
CELh | -0,04 0,88
CELt | -0,76 -0,36
HEMh | -0,95 -0,02
HEMt | -0,89 -0,42
LIGh | 0,53 -0,56
LIGt | 0,43 0,86
ETPe | 0,93 -0,21
Rg | 0,59 -0,76
P1000 @ 0,21 -0,72

Correlacién cofenética= 0,939
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Tabla 3. Resultados del analisis de componentes principales. Correlaciones con las variables
originales

En el Grafico 8 se observan los vectores (variables) con mayor longitud paralelos
al eje correspondiente al CP1 tales como Diametro y RHT, ubicados en el
cuadrante superior. Altura, RMSh, ETPe y RMSt se encuentran el cuadrante
inferior derecho. Estas han sido las variables méas determinantes para la creacion
del componente principal. Al mismo tiempo, la variable HEMh ubicada en el lado
izquierdo del eje vertical es la que mas ha contribuido en el CP1, seguida por
HEMt y CELt. Los angulos opuestos entre las variables a ambos lados del eje
vertical representan una correlacion negativa. Por otro lado, la fuente de variacion
secundaria (CP2) esta gobernada por CELh y LIGt ubicadas en el cuadrante
superior, a la izquierda y derecha respectivamente y por P1000, Ncap y Rg en el
sector derecho inferior. Las variables ubicadas en este cuadrante posiblemente se
encuentren altamente correlacionadas debido a que todas se relacionan con los
granos. Cabe destacar que la generalidad de los vectores (12 variables) se dirige
hacia el cuadrante derecho, méas fuertemente hacia el inferior (8 variables). Los
angulos cerrados que presentan los distintos vectores indican posibles

correlaciones entre variables.

En cuanto a los scores (observaciones) se aprecian agrupamientos por Poblacion
en los distintos cuadrantes, lo que indica que las observaciones poseen similares
caracteristicas. El cluster de Poblacion S es el Unico que se sitla en el cuadrante
izquierdo, quedando totalmente diferenciado. Las Poblaciénes G, Ay S se ubican

en el cuadrante derecho, el primero de ellos se distingue agrupado en el cuadrante
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superior y el tercero en el inferior. El cluster de datos de la poblaciéon A acompafa
a las variables relacionadas con el rendimiento de materia seca y potencial de
bioetanol, tales como el Diametro, Altura, RMSh, RMSt y ETPe. Esto implicaria
aptitudes destacables frente al resto de las poblaciones en sentido a un mayor
rendimiento destinado a la produccion de material lignocelulésico. Los resultados
del Analisis de Varianza (ANOVA) realizados acompafan estos supuestos y
otorgan evidencias de diferencias significativas en Altura, Diametro, RMSt y

ETPt+h superiores al resto de las poblaciones (Grafico 2).

En la Tabla A.1, se muestran los coeficientes de correlacion entre RHT y RMS. No
se evidenciod correlacion entre ambos debido a que la RHT no mostrdé una notable
variabilidad entre poblaciones, promediando el 0,68 %. Sélo se distingue en este
caso, la poblacion S con una menor RHT (0,41 %) y un bajo RMS. Cabe aclarar
que el RMSt promedio de todas las poblaciones fue un 30 % superior al RMSh,
revelando un mayor aporte como era de esperarse de la fraccion tallo al peso seco

final.
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Variables de Rendimiento y Calidad Bionenergéticas en 4 variedades de Cynara cardunculus
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Grafico 8. Biplot del andlisis de componentes principales para las variables morfol6gicas, de
rendimiento y calidad de la biomasa lignocelulésica de las poblaciones de Cynara cardunculus.

Ref.. (Variables o) en 4 variedades de Cynara cardunculus (Poblacién A e, Poblacion G
Poblacion V e, Poblacion S e).

Conjuntamente, en el grafico Biplot de los Componentes Principales, se observa
qgue la Poblacion V se agrupa en el cuadrante inferior con una tendencia hacia el
sector derecho. Los scores exhiben la misma direccion que las variables
relacionadas al rendimiento en grano, lo que podria exponer que esta Poblacion
posee caracteristicas destacables en la produccion de grano por sobre el resto de
las poblaciones. Por tal motivo, no solo se podria destinar la biomasa
lignoceluldsica vegetativa a la produccion de bioetanol, sino también cosechar el

grano para la produccion de biodiesel.
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[1.2. Distribucion en estratos del rendimiento y calidad de la biomasa

lignoceluldsica en poblaciones de Cynara cardunculus

[1.2.1. Variables relacionadas con la fraccion vegetativa y reproductiva.

Al analizar la distribucion vertical del RMS en estratos, se encontraron diferencias
significativas en RMShel y RMShe2 pero no en RMStel con RMSte2. Se destaca
como la poblacion méas disimil la Poblacion S cuando se estudian en conjunto
(tallo + hoja) (Gréfico 7). Aqui se puede observar que las Poblaciones Ay G
poseen diferencias en ambos estratos con la Poblacién S. EI RMSt+h posee
diferencias significativas entre estratos, siendo el inferior el mas productivo y
decreciendo en altura. Esta diferencia se justifica en la fraccién hoja, ya que no
hay diferencias significativas (p<0.05) en la porcion tallo. Ademas, la RHT es
mayor en el estrato inferior y mengua en altura. Otra variable medida fue el
diametro medio de cada estrato. (Tablas A.30, A.31, A.32, A.33 y A.34 del Anexo).
El cual decrece con la altura y muestra una correlacion muy marcada con el

RMSt+h.
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Grafico 9. Valores de Rendimiento en Materia Seca de hojas para el primer (a) y segundo estrato
(b) de las 4 poblaciones de Cynara cardunculus.

Ref.: Un asterisco (*) designa diferencias significativas a un 5 % (P<0,05), dos asteriscos (**)
designan diferencias significativas al 1 % (P<0,01) y tres asteriscos (***) designan diferencias
significativas al 0.1 % (P<0,001) evaluadas mediante Test de Tukey.
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En la Tabla A.1, se observan los coeficientes de correlacion entre el Rendimiento
de materia seca (RMSt+h) con el Nramas, Altura, Diametro y las particiones de
hoja y tallo de los tres estratos (50 cm). El coeficiente de correlacién con el
Didmetro (0,74) indica una clara relacion positiva entre ambas variables, caso
similar a lo ocurrido con Altura (0,62) y Nramas (0,59). Estos datos preliminares
expondrian la posibilidad de interpretar los potenciales de rendimiento de biomasa
total con el diametro basal, altura de planta y el nimero de ramificaciones para
futuras selecciones segun aptitud. Ademas, si bien el RMSt+h esta relacionado
con la particién de tallo y hoja de los tres estratos, presenta mayores indices de
correlacién con PST1 (0,96) y PSH1 (0,83) indicando un mayor peso del estrato

inferior en la injerencia del rendimiento.

[1.2.2. Variables relacionadas con la calidad del material lignoceluldsico.

Por otra parte, se hallaron diferencias significativas entre estratos (primeros 50 cm,
50 cm medios y ultimos 50cm de altura) con un test de LSD Fisher (p > 0,05)
indicando que el contenido de CEL, HEM y LDA es mayor en los dos estratos
inferiores (Grafico 10). Cabe destacar que se observa una leve tendencia a una
disminucién en el contenido de lignina a medida que se crece en altura. Este
fenbmeno ocurre en distintas especies y también en cardo, donde dada su
estructura piramidal, la base debe posee mayor resistencia para sostener la
totalidad de la biomasa aérea, la cual es otorgada por la lignina (Gréafico 8). Ello
revelaria que la calidad lignocelulésica para producir bioetanol tendria una

declinacion en altura.
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Grafico 10. Distribucion de las variables de calidad lignocelulésica por estratos (celulosa,
hemicelulosa y lignina de la porcién tallo y hoja) tomando las poblaciones como un conjunto.

Ref.. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0,05)) evaluadas
mediante Test de Tukey.
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CONCLUSIONES

Pudieron encontrarse diferencias fenotipicas entre las poblaciones evaluadas,
capaces de diferenciarse en el objetivo final productivo. Tal como ocurre con la
Poblacion V la cual posee una tendencia a favorecer la particion reproductiva y por
lo tanto ser sujeto a seleccion para una potencial produccion de biodisel. La
Poblacion A expuso rendimientos sobresalientes en materia seca de planta entera
(tallo+hojas) y en RETPt+h. La Poblacion S, manifesté poco desarrollo de biomasa
aérea respecto al resto y solo los dos primeros estratos (primeros 100cm de
altura) pudieron ser comparados. Por otro lado, los resultados revelaron un
RETPt+h con extremos de 2126 | ha' y 546 | ha’ y RMSpc hasta 12,12 t ha™.
Teniendo en cuenta que es un cultivo en secano y perenne, estos resultados
preliminares son prometedores al igual que el rendimiento de grano (Rg) que tuvo
unrango de 2,12 tha'y 0,49 t ha™.

Se encontré que la calidad de la biomasa lignoceluldsica del estrato inferior era
superior al resto, posiblemente debido a que a medida que aumenta la altura y el
RMSt+h, la calidad disminuye. Aunque en este experimento no se ha encontrado
correlacion entre altura y variables de calidad, podria subdividirse la planta en un
mayor namero de estratos para corroborar los resultados. Se concluye que el
estrato inferior es el que mayor relevancia ejerce en la definicion del RMSt+h y el

gue mayor calidad de fibra posee.

La hipotesis | fue rechazada como tal, ya que se pudo comprobar que la altura
condiciona favorablemente la producciéon de biomasa total, mientras que, el

namero de ramificaciones se correlaciona positivamente con el RMSt+h (0,59). Se
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interpreta que la RHT posee una interaccion negativa con la produccién de
biomasa total ya que la porcion tallo influye mas sobre el RMSt+h, aunque una

mayor relacion proporcionaria mejor calidad lignocelulosica.

En cuanto a la hipotesis I, se ha demostrado que existe una correlacion entre
RHT y la Altura, por lo tanto, resulta dificultoso definir que variable es mas
influyente sobre el rendimiento en biomasa acumulada. Dado que no existe

independencia entre variables, se rechaza esta hipotesis.

Finalizando, los bajos requerimientos en insumos y su adaptabilidad a las
condiciones locales, sumado a su produccién de biomasa aérea, indican que estas
variedades podrian incorporarse al sistema como un cultivo agroindustrial o

energeético.
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Investigaciones futuras

El desafio es lograr un proyecto de mejoramiento en sentido a conseguir una
mayor produccion de material lignocelulésico de alta calidad por superficie y asi
lograr una alta produccion de etanol. Algunos parametros descriptos en el trabajo
podrian ser utilizados para tal fin, como el Diametro basal, Diametro medio, RHT,

Altura, Nramas, LDA, FDA y FDN.

El estudio deberia ser realizado en un segundo afio consecutivo y ampliar a otros
ambientes para establecer los efectos genéticos y ambientales sobre las variables

morfologicas, de rendimiento y calidad.

Ademas de lo ya mencionado, es imprescindible desarrollar la tecnologia de
procesos utilizada en paises que ya utilizan recursos de segunda generacién

como insumo para producir bioetanol.
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Tabla A.1. Coeficientes de correlacion entre las variables de rendimiento para los 3 estratos, separando tallo y hojas.

Correlacion de Pearson: Coeficientes\probabilidades

Altura Nramas PST1 PSH1 PST2 PSH2 PST3 PSH3 Diametro RMS
Altura 1,00 0,27 0,04 4,9E-03 0,41 1,9E-03 0,08 0,92 0,01 0,03
Nramas 0,34 1,00 0,01 0,44 0,33 0,77 0,15 0,21 0,73 0,04
PST1 0,60 0,70 1,00 0,01 0,04 0,19 0,01 0,03 0,02 6,2E-07
PS H1 0,75 0,25 0,74 1,00 0,04 0,02 0,02 0,21 4,5E-06 9,0E-04
PS T2 0,26 0,31 0,60 0,60 1,00 0,20 0,94 0,44 0,05 0,01
PS H2 0,80 0,10 0,41 0,66 0,40 1,00 0,57 0,08 0,02 0,13
PS T3 0,61 0,53 0,83 0,75 0,03 -0,22 1,00 0,05 0,16 0,01
PSH3 0,04 0,47 0,73 0,46 0,30 -0,62 0,66 1,00 0,43 3,8E-03
Diametro 0,72 0,11 0,66 0,94 0,58 0,66 0,51 0,30 1,00 0,01
RMSt+h 0,62 0,59 0,96 0,83 0,73 0,47 0,78 0,85 0,74 1,00

Tabla A.2. Tabla de correlacién entre RMSe y variables de calidad lignoceluldsica

Correlacion de Pearson: Coeficientes\probabilidades

RMSt+h p
ETPe 0,96
CELh -0,32
CELt -0,51
HEMh -0,75
HEMt -0,56
LIGh 0,50
LIGt 0,03

Tabla A. 3. Escala fenol6gica de BBCH para Cynara.

Estadio

Descripcion

0

Germinacion, brotacion, desarrollo de la yema

Desarrollo de las hojas (brote o tallo principal)

Formacion de brotes laterales / macollamiento (ahijamiento)

1
2
3

Crecimiento longitudinal del tallo o crecimiento en roseta, desarrollo
de brotes (retofios)/ encanado (tallo principal)

f -9

Desarrollo de las partes vegetativas cosechables de la planta o de
organos vegetativos de propagacién / embuchamiento

Emergencia de la inflorescencia (tallo principal) / espigamiento

Floracion (tallo principal)

Desarrollo del fruto

Coloracion o maduracion de frutos y semillas

Wi |~N|| O,

Senescencia, comienzo de la dormancia
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