ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA
TE HACE LIBRE

XXVI JJI -

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

25. Medio ambiente

Caracterizacion de germoplasma de Hedeoma multiflora Bent. de la zona serrana de
Cordobay San Luis. Estudios preliminares

Gutiérrez, Emiliano; Seguy, Soledad;

Denegri, Andrea (orientador) y Reynoso, Lidia (orientador)
emismoky@gmail.com
Facultad de Turismo y Urbanismo

Universidad Nacional de San Luis

Resumen

Hedeoma multifiora Benth. (Lamiaceae) es una especie nativa de los ambientes serranos
del centro del pais, esta en peligro de extincién, presionada por la sobre recoleccion. Esta
hierba aromética ha sido reconocida por la OMS por sus propiedades estimulantes,
digestivas y antioxidantes. Con el objetivo de identificar sitios donde H. multiflora prospera
bien y evaluar las caracteristicas de la semilla y planta se llevaron a cabo excursiones de
reconocimiento y recoleccion en ambientes serranos de Coérdoba y San Luis y se adquirio
semilla a vendedores locales. Se determinaron Peso de mil semillas (PM), Poder
Germinativo (PG), tamafio de semilla, altura de planta y nimero de ramificaciones en
plantas adultas. EI PG no super6 en ningun caso el 40% y los menores valores fueron de las
semillas de color claro de muestras provenientes de los vendedores. PM y el ancho de la
semilla no presentaron diferencias significativas entre muestras. Las poblaciones naturales

encontradas presentaron gran variacion en altura de planta y nimero de ramificaciones.

Palabras clave: aroméaticas; extincion, ambiente serrano, semilla.
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Introduccion

La Republica Argentina es un pais
privilegiado pues la diversidad de su
biogeografia y sus ecosistemas permiten
una amplia y variada riqgueza de recursos
vegetales (Elechosa 2009).

Hacia fines de la década de los 50 en
Argentina ya se comenz6 a vislumbrar el
problema de la erosién genética y la
pérdida de variabilidad, tanto en vegetales
como en animales (Lanari, 2015). Las
principales causas son: la recolecciéon
desmedida, los incendios, el desmonte
para la cria de animales, el crecimiento
urbano-turistico. La combinacion de todos
estos aspectos junto a la ausencia de un
marco legal de referencia conlleva a un
agotamiento creciente de los recursos
naturales (Toledo et al, 2010; Ojeda et al,
2015).

Entonces se hace necesario en primera
instancia, conocer el patrimonio de
especies autoctonas de interés por sus
actuales o]

posibles aplicaciones

potenciales (industrial, comestible,

farmacologico, ornamental) y en
consecuencia tomar acciones para Su
preservacion. (Elechosa, 2009).

Una forma de preservacion de estas
especies es la conservacion en Bancos de
Germoplasma. Asi como las bibliotecas
son centros adonde se recurre para
obtener informacién, los Bancos de

Germoplasma Vegetal son centros de
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recursos para material vegetal vivo que
preservan sus caracteristicas a largo
plazo para el futuro beneficio de la
humanidad y del ambiente, convirtiéndose
en una garantia de biodiversidad (Painting
et al. 1993)

El almacenamiento de semillas vy
propagulos en Bancos de Germoplasma,
es el modo de conservacion ex situ mejor
estudiado y mas ampliamente utilizado en
todo el mundo por tratarse de un método
practico y econémico que permite
conservar por largos periodos de tiempo y
en un espacio reducido muestras
representativas de la diversidad genética
de una gran cantidad de especies de uso
actual o potencial para la agricultura y la
alimentacion (Claussen et al, 1995;
(Eynard et al, 2011; Farias et al, 2013).
Otro método de conservacion ex situ es la
propagacion artificial por  siembra,
plantacién y/o transplante de las especies
de interés. Esta practica favorece el
incremento de los individuos que se
adaptan al cultivo, y es una forma que
conduce hacia la domesticacion (Martinez,
2015b).

En la zona serrana compartida por las
provincias de Cordoba y San Luis la
vegetacion presenta tipos fisondmicos
contrastantes, tanto en estructura como
en composicion floristica, presentando
una considerable diversidad vegetal (Del

Vitto, 1994). Actualmente esta zona es
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afectada por la extraccion de hierbas
medicinales, arométicas, el trafico de
fauna, el sobrepastoreo y los incendios en
areas de pastizales y arbustales, a lo cual
se suma la tala y la deforestacion en los
bosques y la invasion de especies
exéticas invasivas (Oggero y Arana, 2012;
Oggero et al, 2015; Giorgis et al, 2017).
Entre las hierbas medicinales
consideradas en peligro de extincién se
encuentra Hedeoma multiflora Benth.
(Elechosa, 2009). Esta hierba aromatica y
medicinal, conocida como “tomillito de las
sierras”;  “peperina puntana”  (Avé
Llallemant, 2010) o “yerba del pajaro” es
nativa de la zona arida del centro de la
Argentina. Es muy apreciada por su
fragancia, que se percibe “antes de ser
vista” segun algunos  recolectores
(Volkmann, 2014; Martinez, 2015a). Ha
sido reconocida por la Organizacién
Mundial de la Salud por sus propiedades
estimulantes y digestivas y esta siendo
motivo de nuevas investigaciones por las
propiedades  antioxidantes de  sus
extractos (Dadé et al, 2011; Tournier,
2011).

Descripcion boténica:

Hierba o subarbusto perenne, de la familia
Lamiaceae, pequeia (hasta 20 cm). Tallos
erectos y decumbentes con escasas hojas
cuando florece. Hojas opuestas, sésiles,
lineares 0 angostamente elipticas. Flores
con caliz zigomorfo, glanduloso,
irregularmente dentado, de color violaceo.

Corola zigomorfa, azul pélido, con labio
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superior emarginado e inferior trilobado.

Estambres 4, dos fértles y dos
estaminodios. Estigma bifido, con ramas
desiguales. Fruto: clusa, ovoide vy
reticulada (Barboza et al, 2001; Liébana et
al, 2017).

Crece en manchones mas 0 menos
conspicuos, en lomas pedregosas, secas,
entre plantas de otras especies de similar
porte y morfologia parecida, por lo que es
necesario extremar la percepciéon sobre
todo olfativa al buscarla. (Martinez et al,
2009) Florece desde fines del mes de
octubre hasta fines de marzo. Por el
sistema de raices muy superficiales y el
pequefio tamafio de las plantas, éstas se
desarraigan con suma facilidad.
(Fernandez et al, 2006)

Composicién del aceite esencial:

Los componentes principales del aceite
esencial son pulegona, isomentona y
mentona, que en conjunto suman mas del
90 % del total identificado, respondiendo a
un quimiotipo bien definido y estable, con
variaciones  porcentuales entre los
componentes debidas al estado fenoldgico

(Van Baren et al, 2010).

Objetivos

-Relevar y caracterizar sitios en buen
estado de conservacion donde prospere
H. multiflora.

-Evaluar las caracteristicas fundamentales
de la semilla de Hedeoma multiflora Benth

de diferentes procedencias, como base
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para la preparacion de un banco de

germoplasma.

Materiales y Métodos

Durante el verano de 2017 se realizaron
excursiones exploratorias para detectar
sitios con poblaciones de H. multiflora. Se
determinaron sitios para la extraccion de
semilla, de material para herbario y para
medir caracteristicas morfologicas de las
plantas. Los sitios de muestreo se

encuentran sobre las sierras de los

Comechingones en las provincias de
Se

poblaciéon totalmente natural

Cérdoba y San Luis. relevd una

de unos
pocos ejemplares de H multiflora en Las
(Cba);

naturalizada en el pedemonte, surgida de

Chacras una poblacién
un antiguo cultivo que se realiz6 en los
inicios de la Facultad (Com. Pers. A.
Suyama). y otra en el Valle del Conlara en
San Luis en un campo de produccion
agricola con parches de monte serrano.
La recoleccion de semilla se realizé en la
primera semana de marzo de 2018. Y se
bien

de

ramificaciones principales. En el Sitio de

midi6 sobre plantas adultas

desarrolladas, altura y namero
Baranca colorada se observo la fenologia
de la poblacién naturalizada

Por otra parte entre diciembre de 2017 y
febrero de 2018 se obtuvieron muestras

de la hierba de los vendedores de ferias
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(Merlo y La Paz),

procedencias declaradas por los mismos

locales cuyas
“yuyeros” seria Loma Bola (Cba), Las
Chacras Sur (Cba) y San Martin (SL).

La caracterizacion edafoclimatica

El clima de esta regiébn es semiarido
templado serrano a templado subhimedo
serrano; las precipitaciones promedio
anual de 600 a 800 mm tienen marcada
concentracion estival; las temperaturas
°C (estivales 23°C e

invernales 9,5°C),

promedio 16,7
la amplitud térmica
marcada con minimas que pueden
alcanzar los -10°C y maximas de 48°C
(Defina y Ravelo, 1973).

En el sitio de Barranca Colorada (Merlo
SL) el suelo es un Haplustol Fluvéntico
(Pefia Zubiate & d’Hiriart. 2005);

pampa serrana con material loésico, de

una

escurrimiento medio, permeabilidad
moderada y drenaje natural bueno. El
perfil es poco desarrollado, de 50cm de
(FAO, 2009) El

contenido de materia organica oscila entre

espesor promedio
1.5 a 2.5 en los primeros 20 cm. Son
suelos someros, areno-gravillosos con alto
porcentaje de rocosidad. La estructura es
débil, granular, con alta predisposicion a la
erosion hidrica. El terreno esta disturbado
por movimientos de tierra y cultivo. La
altitud aproximada es de 800 msnm. La
pendiente leve a moderada (1 al 3%). La

exposicion de la pendiente al O.

En el sitio de Las Chacras sur (Cba) el

suelo es un Usthortent litico con

“‘miscelaneas” (areas con casi nada de
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suelos). Genéticamente estd  poco
desarrollados, es de textura gruesa con
gravas, gravilas y trozos de roca
(Panigatti, 2010). Tiene escaso desarrollo
del perfil, que en partes tiene 2 cm de
espesor y en otras llega a los 10 cm,
sectores estos con abundancia de materia
organica (3,5%). Tiene susceptibilidad
extrema a erosion hidrica, aunque esta
muy bien protegido por la vegetacion
herbacea y de pastos ya que es un
terreno  no  disturbado. La  altitud
aproximada 1100 msnm. Con pendientes
entre 5 a 25%. La exposicibn de la

pendiente al SO.

Acondicionamiento de muestras:

Tanto las muestras recolectadas como
aquellas compradas frescas fueron
secadas en bolsas de papel durante
algunas semanas, para lograr un material
bien seco. Las semillas fueron separadas
del resto de la planta en forma manual y
mediante el empleo de cedazos de distinto
diametro se las limpio de restos extrafios
(tierra, y restos de hojas tallos y caliz)
para su posterior almacenamiento. La
primera limpieza separé los restos de
mayor tamafo. Luego se hizo una
segunda limpieza usando una hoja de
papel inclinada, por la cual se dejaba
deslizar la semilla gracias a pequefios
movimientos vibratorios. Las semillas se
dejaron deslizar las semillas gracias a su
esfericidad y a mayor tamafo que las

impurezas.
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Figura 1. Manojos de H. Multiflora comprado a

un “yuyero” de Las Chacras, de recoleccion
reciente (feb/18)

Las muestras de semillas limpias fueron
guardadas e identificadas por origen y
fecha en recipientes de vidrio con tapon
hermético de goma y en heladera.

Para el proceso de recuento y separacion
de semillas se utilizaron lupas binoculares
2X Y 4X.

Los datos evaluados de las semillas
fueron los siguientes: tamafio, peso de mil
semillas (PM) y poder germinativo (PG) en
condiciones de humedad y temperatura
controladas.

Para la medicion de la semilla se trabajé
sobre fotografias que fueron analizadas
con el software libre ImageJ.

PM se realiz6 pesando 50 semillas de
cada grupo, en tres repeticiones, mediante
el uso de balanza de precision (KERN
ALJ, d=0,1 mg).

PG se obtuvo sembrando en cajas de
Petri estas 50 semillas ya pesadas, sobre
un soporte de papel absorbente
humedecido con agua destilada, tres

repeticiones por grupo. Las condiciones
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de incubacion a las que fueron expuestas

fueron 20°C y 12 hs de luz. Se consider6

semilla germinada al aparecer la radicula
(Figura2)

Figura 2. Microfotografia de semilla de H.
Multiflora germinando sobre soporte hiumedo

en caja de Petri.

Se realizaron pruebas de diferencia de
medias de todas las variables medidas,
considerando muestras independientes a
cada origen de semillas. Los andlisis
estadisticos se hicieron utilizando el
programa Infostat, 2018-version estudiantil

(Di Renzo, 2010).

Resultados y Discusion
Los resultados se presentan en dos
bloques uno correspondiente a los analisis

de semilla y otro a los de planta.

1)Semilla: Los andlisis de varianza para

los tres caracteres evaluados en Semilla
de

seguidos del correspondiente test
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de medias mostraron

diferencias significativas sélo para poder

diferencia

germinativo (PG). Los valores de PG en
ningun grupo superaron el 40%. Esta
especie esta reportada como portadora de
dormicién fisiolégica y que necesita un
periodo de reposo de 6 meses para
superar la dormicion (Fernandez et al,
2006). Entonces esta podria ser la causa
del

muestras de reciente cosecha (Marzo del

abajo PG encontrado en estas

2018). En dos de las muestras compradas
a vendedores de la zona (“yuyeros”
tradicionales) se observd la mezcla de
semillas de diferente color (muestra cuyo
origen declarado fue Sierras de San
Martin y muestra de Loma Bola) (Figura
3). Se procedid entonces a la separacion
de las semillas por colores antes de la
siembra para obtener PG, se las peso y

puso a germinar en idénticas condiciones

que el resto.

Figura 3. Semilla mostrando la diferencia de

color del yuyero de Loma Bola

Los resultados muestran una diferencia

significativa en PG, con valores minimos
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para la semilla de color claro, hecho que
podria estar indicando el diferente grado
de maduracion de las semillas de estas
muestras (Cuadro 1).

La naturaleza de la floracion escalonada
del H. multiflora hace que en cualquier
momento del periodo en que los
recolectores la cosechan (Noviembre a
marzo) se extraigan semillas con distintos
grados de madurez lo que podria influir
en el bajo PG observado para semillas
claras. En su habitat natural este tipo de
comportamiento  seria efectivo para
garantizar la reproduccion de la especie,
ya que la germinacién se produce a fines
del verano o a principios de la primavera,
aprovechando las lluvias de estas dos
épocas del afio, como se ha podido
constatar en observaciones a campo. Esta
estrategia natural se contrapone al
objetivo productivo de obtener semilla de
homogénea calidad en colectas a campo
en ambientes naturales, por lo que se
hace necesario de un sistema de
separacion por color o por peso de la
semilla previo a la siembra, si se desea
obtener una gran cantidad de plantulas. Si
bien algunos autores citan como
promisoria la reproduccion vegetativa por
micropropagacion de H. multiflora
(Brunetti et al, 2007; Dadé et al, 2010),
deberia insistirse en la recoleccion y la
reproduccion sexual de esta especie a los
fines de conservar la variabilidad de las
poblaciones cada vez mas escasas en el

ambiente serrano.
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En cuanto a PM y Tamafio de semilla no

se observaron diferencias significativas
entre los grupos analizados. Para PM la
media general fue de 130,1+8,2 mg, con
un minimo de 103,3 y un maximo de 169,7
mg. El valor promedio de diametro de
semilla fue de 0,58+0,037 mm. Este ultimo
dato es interesante para determinar el
tamafio de malla con las que se deberia
contar para lograr una buena separacion
de la semilla y el resto de material inerte
de las muestras trilladas, mientras que PM
promedio podra ser usado para inferir
namero de semillas sembradsas a partir
del peso, evitando de esta forma el conteo
tan engorrosoy lento en semillas tan

pequefias.

Cuadro 1. Valor promedio y desvio estandar
de Poder Germinativo para cada grupo de
semillas. En rojo las dos muestras que
resultaron significativamente diferente (LSD. al
5%; DMS= 0.09111)

- Poder Germinativo
Procedencia Sitio Epoca de (%)
recoleccion ’
media * ds
Loma Bola (O) Diciembre 28.1+4.42
Loma Bola (C) 1.0+1.36
Comprada a
Yuveros  SanMartin (O) Enero 38.0 £+ 2.00
San Martin (C) 0.7+1.15
Las Chacras Febrero 38.0 + 2.00
Barranca
Colorada Marzo 33.0+6.43
Recoleccion
propia Las Chacras Marzo 39.5+1.54
Santa Rosa Marzo 35.3+£8.08
REF.: O semillas oscuras; C semillas claras

2)_Planta: La altura promedio de las
plantas de Las Chacras fue de 13,7+2,39
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cm y en las de Barranca Colorada fue de
18,2+ 3,80 cm. El coeficiente de variacion
fue de 20,30. En el Gréfico 1 se muestra
la dispersion de estos datos para ambos
sitios.

2485

20894

17134

Altura de planta {cm)

1335

960

Referancia Poblacién Barranca Colorada
Poblacién Las Chacras

”

Grafico 1. Diagrama de ‘“cajas-bigotes
mostrando la dispersion de la altura de planta
en los dos sitios de recoleccion. (Los puntos

sefialan el valor promedio)

El ndmero de ramificaciones resultd
diferente entre sitios, siendo mayor en
Barranca Colorada con 8,6 +4,39
ramificaciones mientras que las plantas en
las Chacras tuvieron un promedio de
3,2+1,27 ramificaciones, con un CV de
50,7%. En el Gréfico 2 se muestra la

dispersion de estos datos.

La mayor produccién de materia verde de
esta especie ocurre en los meses de
verano y coincide con el periodo de
floracion. En promedio las plantas adultas
pesaron 10,1+ 4,73 g, con un minimo de
6.5 y un maximo de 13 g/planta en la
cosecha de febrero, en Barranca

Colorada.
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N de ramificaciones
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Referancia Foblacidn Barranca Colorada
Foblacidn Las Chacras

3’

Grafico 2. Diagrama de ‘“cajas-bigotes’
mostrando la dispersién del numero de
ramificaciones principales por planta en los
dos sitios de recoleccién. (Los puntos sefialan

el valor promedio.

Con respecto a la fenologia se pudo
observar que durante el otofio-invierno la
planta vegetd, rebrotando desde la base,
sin verse afectadas por las bajas
temperaturas (Figura 4). En la primavera
se produjo la elongacion de las
ramificaciones principales. La floracién
comenzo en la ultima semana de octubre;
a mediados de noviembre las plantas ya
estaban en floracién plena (Figura 5); en
diciembre comenz6 la fructificaciéon, que
se extendi6 en este Ultimo verano poco

lluvioso, hasta fines de marzo (Figura 6).
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' Conclusiones

En esta primera instancia de investigacion
se ha podido establecer un protocolo de
limpieza de semilla bastante efectivo para
muestras de pequefia envergadura, sin
embargo llevar a cabo estas mismas
practicas con muestras mayores resultaria
engorroso y con altos costos operativos
por lo cual habria que disponer de algun
tipo de maquinaria especifica para separar
semilla muy pequefa, promedio general
0,58 mm de diametro.
Para futuras siembras se deberian probar
técnicas de escarificacion ylo
estratificacion para mejorar el PG de la
semilla que en cualquier mes de la
recoleccién presenta distintos grados de
madurez. EI método de separacion por
<o : ot AR : color utilizado demostré ser efectivo pero
SR ‘ muy lento de realizar.
e » On =

o $ Se cuenta con informacién Util sobre estas

Figura 5. Estado de floracion plena (Nov/
2017)

muestras de semillas de H multiflora que
permitira continuar con la segunda etapa
del proyecto, que sera la siembra sobre
sustrato en invernaculo, en la proxima
primavera, para la obtencion de plantines
y formacion de un Banco de
Germoplasma in vivo, y la evaluacién mas
detallada los caracteres morfoldgicos y de

aceites esenciales.

Figura 6. Estado de Fructificacion
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