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Resumen

La recoleccion de las plantas aromaticas y medicinales (PAM) se ha realizado
por distintas comunidades desde hace mucho tiempo. En la actualidad, y como
consecuencia de la gran demanda por parte de la industria, la sobreexplotacion
ya no es sostenible para muchas especies. Muchas de ellas, ademas, se
enfrentan a otros riesgos de origen antrépico y tampoco pueden escapar a las

modificaciones que produce el cambio climatico.

Hedeoma multiflora es una especie aromatica y medicinal que se encuentra en
riesgo. Es importante promover su conservacion y la extraccién sustentable,
como asi también, mantener el desarrollo cultural y socioeconémico regional de
sus recolectores. La proteccion de especies puede hacerse en su ambiente o
fuera de él. En este ultimo caso, una estrategia muy utilizada para especies en
riesgo es el cultivo de tejidos in vitro, y su incorporaciéon en un banco de
germoplasma. Pero también es necesario determinar los motivos por los cuales
se ve afectada en su supervivencia y en su distribucion geografica, para tomar
medidas que apoyen programas de conservacion. En conjunto, estas acciones

pueden contribuir a evitar la degradacion de este valioso recurso natural.
Abstract

The collection of aromatic and medicinal plants (PAM) has been carried out by
different communities for a long time, but currently, due to the high demand from
the industry, the overexplotation is no longer sustainable for many species. Many
of them also face other risks of anthropic origin and cannot escape the

modifications produced by climate change.

Hedeoma muiltiflora is an aromatic and medicinal species that is at risk. It is
important to promote their conservation and sustainable extraction, as well as to

maintain the regional cultural and socioeconomic development of their collectors.
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The protection of species can be done in their environment or outside of it. In the
latter case, a widely used strategy for species at risk is in vitro tissue culture, and
its incorporation into a germplasm bank. But it is also necessary to determine the
reasons why its survival and geographic distribution are affected, in order to take
measures that support conservation programs. Together, these actions can help

prevent the degradation of this valuable natural resource.
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Descripcién del contexto que da origen al proyecto

La actividad de recoleccién de PAM se destaca por su trayectoria historica y
socio-cultural. Las PAM se recolectan directamente de su ambiente natural y
frecuentemente, se saca la planta entera. Los habitantes de las regiones de
colecta en nuestro pais han recolectado estas especies desde hace mucho
tiempo para usos tradicionales de manera sustentable, pero en los ultimos afios
ha aumentado la presion sobre las poblaciones naturales endémicas con areas
de distribucibn mas restringidas. La sobreexplotacion de especies silvestres
aromaticas por medio de una extraccion intensiva en su ambiente natural coloca
a muchas de ellas en una situacion de vulnerabilidad. Muchas de estas especies
son endémicas como, por ejemplo, Minthostachys mollis o Lippia junelliana, con
bajo numero de individuos y suelen ser, en general, las mas presionadas
principalmente por el alto valor econémico que pueden alcanzar (Elechosa et al.,
2009).

La gran importancia econémica que posee la explotacion de recursos genéticos
nativos en la actualidad, especialmente en las PAM, han generado
oportunidades de iniciar procesos para su domesticacién. Para evitar el
extractivismo insostenible actual en la region central y norte del pais, es
imperativo proporcionar alternativas para su produccién. La prioridad en la
conservacion de especies silvestres explotadas en su ambiente natural, debe ser
una prioridad dentro de los programas de manejo territorial. La difusién y la
sustitucion progresiva del sistema de recoleccion extractivista por una
produccion controlada de la especie, es una estrategia que permitiria impulsar
un perfil productivo sustentable y evitar o minimizar la degradacioén del biotopo,

sin desestimar el tiempo de renovacion de los recursos.

La conservacion y multiplicacion de especies vegetales nativas, con el objetivo
de encontrar y explotar principios activos y otros componentes atractivos para el
ser humano es una necesidad desde hace mucho tiempo. Una estrategia para

su propagacién y conservacion es el uso de biotecnologias sencillas como el
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cultivo in vitro de tejidos vegetales, colaborando en el mantenimiento de una
produccion regular, en la produccion de mayor biomasa y semillas para repoblar
regiones vulnerables. En la actualidad ha aumentado el interés por parte de las
industrias en desarrollar métodos de produccion en donde la calidad, cantidad y
costos no se vean influenciados por las condiciones edafoclimaticas regionales

ni por regulaciones sanitarias.

Hedeoma multiflora es una especie nativa y silvestre que, ademas, posee gran
importancia ecoldgica, pero se encuentra en una situacioén critica debido a la
sobreexplotacién en su ambiente natural, debido a su intensa comercializacion
regional. La excesiva e inadecuada extraccion fue advertida desde hace tiempo
por Fester et al. (1961) y por Montes (1964). Lejos de ser superado este
problema, persiste en el tiempo y su gravedad fue sefialada por diferentes
autores en los ultimos afos (Elechosa et al., 2009; Goleniowski et al., 2006;
Lagrotteria & Lozada, 1993). Otros riesgos a los que también se enfrenta, son
los provocados por el hombre, como la expansion de la frontera agricola-
ganadera, aumento de las urbanizaciones, incendios, emprendimientos

turisticos, etc.

Actualmente, no existen planes de conservacion en esta especie, y es necesario
estimular su cultivo y domesticacion, a fin de sostener una oferta sostenible en
el tiempo sin perjudicar el ambiente. No se encontraron informes oficiales
regionales sobre la oferta y la demanda de esta especie, aunque es una de las
mejores pagas por su dificultad en encontrarla, su tamafio y época de recoleccion
(Galli, 2013). Es prioritario comenzar con su domesticacion y el ajuste de
parametros para su produccién, como asi también, generar herramientas para
su conservaciéon in situ y ex situ. Una politica de estado que resguarde los
recursos genéticos, permite un aprovechamiento sustentable de los mismos,
permitiendo la generacidon de divisas y de puestos de trabajo para impulsar las
economias regionales. Hedeoma multiflora es un buen ejemplo a tener en cuenta

como referencia.
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Por otro lado, también es importante determinar su distribucién geografica actual
y futura para conocer su nivel de vulnerabilidad frente a procesos antrépicos y

naturales como el cambio climatico.

Es necesario llevar a cabo un enfoque inter y multidisciplinario en el sentido de
contribuir al desarrollo socioecondmico de la region centro-norte del pais a traves
de la evaluacién de los recursos naturales vegetales existentes y la conservacion

del germoplasma nativo.
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Objetivos del Trabajo

Objetivo general

Evaluar la respuesta de poblaciones silvestres de Hedeoma multiflora ante
disturbios antrépicos y cambio climatico, para comprender sus patrones de

distribucion y proponer estrategias de conservacion ex situ.

Objetivos especificos

1. Evaluar la respuesta de poblaciones silvestres de Hedeoma multiflora ante
disturbios antrépicos y cambio climatico, para comprender sus patrones de

distribucion y proponer estrategias de conservacion ex situ.

2. Ajustar un protocolo de multiplicacion por cultivo de tejidos in vitro para su posible
incorporacion en un plan de conservacion en un banco de germoplasma o banco

in vitro.

3. Proponer acciones para su conservacion ex Situ.
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Marco conceptual general

Cambio Climatico y Modelado de Nicho Ecolégico

Las condiciones climaticas del planeta han evolucionado constantemente desde
su origen, segun se evidencia en el registro geoldgico, como una gran base de
datos sobre biodiversidad y el clima. El sistema climatico esta formado por la
atmodsfera, la hidrosfera, la gedsfera y la bidsfera. Estos forman un sistema
multidimensional totalmente relacionado. Las modificaciones en este sistema no
suceden aisladamente, cuando una esfera es perturbada, las otras responden.
Las actividades humanas y el impacto que producen aceleran procesos que, de
otra manera, son considerados variaciones naturales en el clima. Las evidencias
en el cambio climatico se basan en estudios del sedimento del fondo oceanico,
el analisis de is6topos de oxigeno, registros en el hielo glacial, analisis
dendroldgicos y otros datos indirectos como los fosiles de polen y los registros
de colonias de corales (Tarbuck & Lutgens, 2013). Muchas especies estan bajo

la amenaza de su entorno debido al cambio climatico.

Dicho cambio climatico y las condiciones ambientales, controlan su evolucién y
biologia de conservacion (Ai et al., 2013). Ademas, los cambios en el patron
climatico pueden afectar la productividad de las plantas (Reddy et al., 2010), la
dinamica de los ecosistemas y sus distribuciones geograficas, que cambian en
respuesta a las variaciones en los regimenes de temperatura y precipitacion
(Lenoir & Svenning, 2015).

En muchas especies no se ha estimado el impacto de estos procesos, por lo
tanto, es importante desarrollar metodologias para evaluar estos efectos y
establecer estrategias de conservacidn en aquellas mas vulnerables. Estas
herramientas deben asegurar la representacion de la variabilidad genética de

una poblacién, dentro de su region de distribucion (Thomas et al., 2004).
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Con respecto al concepto de nicho ecoldgico, se utiliza generalmente para
describir al espacio que ocupa una especie en condiciones naturales (Begon et
al., 2006), pero que puede ser abordado desde varios puntos de vista. Los
conceptos mas utilizados en la técnica de Modelado de Nicho Ecolégico (MNE)
son los propuestos por Grinnell (1917) quien destaca que las condiciones
ambientales son las que definen el nicho de cada especie; por Elton (1927),
quien enfatiza en la funcion que cumplen las especies; y por Hutchinson (1957),
quien propuso tener en cuenta las condiciones bidticas y abidticas donde la

especie puede o podria desarrollarse (Mota-vargas et al., 2019).

Los primeros registros en la prediccion de la distribucion de especies y
comunidades se presentaron en la década de 1980. Austin (1987) trabaj6é con
modelos estadisticos para medir el gradiente generado en la vegetacién en
relacion con su ambiente. Luego, estos modelos fueron reemplazados por el
algoritmo BIOCLIM, que se utiliza para generar modelos de distribucion espacial
de especies (Beaumont et al., 2005). Gracias al desarrollo y manejo de bases de
datos surge el soffware necesario para poder determinar distribuciones
geograficas de poblaciones, tomando como referencia datos de presencia o

ausencia.

Los MNE pueden representar visualmente la cobertura del habitat potencial o su
abundancia, como asi también, determinar la correspondencia entre variables
climaticas y las georreferencias (Guisan & Zimmermann, 2000). Una de las
técnicas utilizadas en el modelado de nicho ecolégico es la llamada MaxEnt,
basada en algoritmos que estima la probabilidad de encontrar una especie en
una region, teniendo en cuenta los factores ambientales y la maxima entropia
(Phillips & Dudik, 2008).

El Sistema de Informacién Geografica (SIG) permite procedimientos sobre bases
de datos descriptivas de objetos presentes en la naturaleza que pueden ser
medidos, trabaja con georreferencias y con informacién de tipo espacial. Se

utilizan las condiciones ambientales propicias donde puede desarrollarse una
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especie determinada. Esto permite generar un modelo para situarla en otras

regiones (Jarvis et al., 2005).

A través de estas herramientas también es posible realizar estudios sistematicos
y evolutivos, encontrar nuevos territorios para especies amenazadas, elaborar
mapas de distribucion, mapas de abundancia y riqueza de especies, comprender
sus patrones de distribucion y evaluar si su vulnerabilidad se debe a acciones
provocadas por el ser humano o por los efectos del cambio climatico (Peterson,
2001). Ademas, estas herramientas permiten la formulacién de hipétesis sobre
distribuciones poblacionales futuras, en diferentes escalas temporales que
colaboran en la interpretacion de diferentes contextos ambientales (Soberon &
Peterson, 2005). Por tanto, es muy importante que el cambio climatico sea tenido
en cuenta en las estrategias de conservacion y manejo de especies vulnerables.
El analisis con herramientas SIG en la evaluacién de la distribucion de estas
especies, permitiria una mejor planificacién en su proteccién y sostenibilidad
(Martinez-Meyer et al., 2006).

Conservacion ex situ

A la conservacion ex situ, puede definirse como el mantenimiento de los
componentes de la biodiversidad fuera de sus habitats naturales. Este es un
proceso que involucra el almacenamiento de los recursos genéticos en bancos
de germoplasma y el mantenimiento de colecciones silvestres (Brunetti, 2008;
Vazquez et al., 2007). Por lo tanto, la conservacién ex situ contribuye a la
supervivencia de las especies y debe ser considerada para la situacion de

especies vulnerables o amenazadas.

Establecer una metodologia para la propagacién in vitro de H. muiltiflora es de
suma importancia en su conservacion y permitiria generar un banco de
germoplasma in vitro, un banco a campo, como también, protocolos de

introduccioén a su cultivo.
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Plantas Aromaticas, Biodiversidad y Sobreexplotacion

Las plantas aromaticas son aquellas cuyos principios activos estan constituidos,
total o parcialmente, por esencias. Estas especies aromaticas son requeridas por
la industria alimenticia, especialmente porque poseen derivados que pueden
emplearse en la industria de las bebidas sin alcohol (aguas saborizadas con
propiedades funcionales otorgadas por extractos de la planta), la de bebidas
alcohdlicas preparadas en base a amargos de hierbas, en infusiones y en la
yerba mate saborizada. También, dentro de la biocosmética, la inclusion de
aceites esenciales, oleoresinas y extractos en la formulacion de una fragancia le
da atributos de genuinidad y permanencia con una mayor cotizacién en el
mercado de los perfumes. Las plantas medicinales son aquellas que producen
principios activos que ejercen una accion farmacolégica sobre un organismo
(Mufioz Lépez de Bustamante, 1996). La flora medicinal nativa evaluada en
Argentina comprende alrededor de 1529 taxones agrupados en 175 familias y
688 géneros. Las partes aéreas, como hojas y tallos herbaceos, son las partes
mas utilizadas en preparaciones medicinales, mientras que los tallos lefiosos, los
organos subterraneos y las flores se utilizan en menor grado (Barboza et al.,
2009). A modo de ejemplo, en la figura 1 se muestra un listado de beneficios y

aplicaciones de estas especies (Palacio Garcia-Nieto, 2000):

BENEFICIOS MEDIO AMBIENTALES BENEFICIOS SOCIOECONOICOS

— Proteccion del medio natural y defensa conlra — Agricultura de montania y explotaciones familia-
la erosion. PLANTAS MEDICINALES fes,

— Aprovechamiento de tierras marginales o yermas. AROMATICAS Y — Cullivos alleernativos a los excedentes.

— Recuperacion de terrenos yesosos o salings. CONDIMENTARIAS — Beneficios muluos con la apicultura.

— Desarrolio de la Apicullura y de la polinizacion — Industrias de primera transformacion.
de planias. — Creacion de empleo y fijacion de mano de obra

— Agricultura biologica. nalural,

APLICACIONES INDUSTRIALES
Suministro de materia prima homogénea y selecta a las industrias del
Sector, para evitar o paliar su actual importacion.

/

|. ALIMENTARIA |. FARMACEUTICA |. PERFUMERQ-COSMETICA
— Aditivos naturales (saborizantes, colorantes — Extractos. — Colonias.
antioxidantes y conservanles). — Medicamentos. — Perfumes.
— Digtética. — Medi. de hemisintesis. — Cosméticos
— Licoreria — Herboristeria, — Lociones.
— Nutricion animal. — Homeopatia — Jabones.
— Farm. Veterinaria — Sales de bano.
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Figura 1: Utilizacion de PAM y sus principios activos proporcionan importantes beneficios

medioambientales, econdmicos y sociales.

El aprovechamiento por el hombre de las PAM, asi como la extraccion y
utilizacion de sus esencias, se remonta a la antigiedad, segun consta en muchos
testimonios histéricos pertenecientes a distintas civilizaciones. La historia del
hombre esta estrechamente ligada con las plantas medicinales y aromaticas. La
medicina herbaria, conocida también como medicina botanica, fitoterapia o
fitomedicina, es la forma mas antigua de administrar “remedios” que se ha

conocido en la humanidad (Alvarez, 2019).

Los conocimientos que se poseen con respecto al uso de plantas medicinales y
aromaticas han sido reportados por varios autores como el llamado
“conocimiento botanico tradicional” que hace referencia a los saberes de las
comunidades locales, en las que existe una relacion con su entorno ambiental
en lo referente a produccion y consumo (McClatchey, 2005). Consiste en un
conjunto de creencias, tradiciones y practicas originadas de su interaccion con
el medio (Berkes, 1993; Toledo, 2005). En las zonas rurales, los que consumen
son aquellos que producen, y conocen las propiedades de las plantas. Por otro
lado, en las zonas urbanas, la sociedad en general esta industrializada y la
relacién es indirecta, y muchas veces, se desconoce la procedencia, cdmo se
obtiene ese producto vegetal y como se produce (Pochettino et al., 2008).
Actualmente, existen varios documentos e investigaciones relacionadas con el
uso de las plantas para tratar diversas enfermedades (Del Vitto, et al., 1997;

Pascual Casamayor et al., 2014).

La biodiversidad vegetal provee innumerables recursos, que son utilizados por
el hombre, y se los conoce con el nombre de servicios ecosistémicos o servicios
ambientales. Estos servicios benefician a la sociedad, pero por lo general, no
tienen valor en el mercado y no son tomados en cuenta a la hora de tomar
decisiones sobre los usos de la tierra. En lo referente a las plantas aromaticas y
medicinales estos beneficios se refieren a la produccion de alimentos,
generacion de productos agricolas, productos comerciales o de abastecimiento

y provision de germoplasma. Afortunadamente, segun Egoh et al. (2012), en los
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ultimos anos ha aumentado el esfuerzo para estimar el valor de los bienes y
servicios naturales, aunque existen muy pocos trabajos publicados que se

centren en las PAM.

Argentina, gracias al amplio espectro de biomas que posee, tiene varias regiones
para el establecimiento de plantas aromaticas, que permiten el
autoabastecimiento regional de materia prima para diferentes industrias. Desde
hace tiempo, la recoleccion de varias especies de aromaticas, se realiza desde
Rio Negro hacia el Norte de nuestro pais, directamente de su ambiente natural.
(Elechosa et al., 2009).

Ya desde la década del 60, se introduce la problematica de incrementar la
produccion de plantas aromaticas nativas, especialmente de aquellas especies
cuyas esencias pueden tener un amplio mercado, ademas de la necesidad de
divulgar sus propiedades (Montes, 1964). Por tal motivo, actualmente, se
requiere un aprovechamiento racional que contribuya a lograr un desarrollo
sustentable de las economias regionales. En general, en la mayoria de los casos,
no se llevan a cabo buenas practicas de recoleccion, es importante considerar la
pérdida del potencial econdmico, social y cultural de este germoplasma, producto
de un aprovechamiento poco sustentable. Los cultivos no comerciales forman
parte de un grupo de especies domesticadas y silvestres, que en general han
sido desplazadas de la agricultura convencional por varios motivos, culturales,
sociales, agronomicos, genéticos, econdmicas, etc. (Padulosi & Hoeschle-
Zeledon, 2004).

El cambio climatico, la sobreexplotacion, la pérdida del habitat natural y el cambio
en el uso de la tierra pueden provocar grandes disturbios en la biodiversidad,
generando que muchas especies experimenten situaciones criticas. Dichos
procesos podrian ser analizados desde diferentes abordajes, el mas obvio y
directo es la degradacion de los recursos genéticos nativos. Actualmente, las
respuestas a estos procesos son aproximadas o parciales, por lo que es

importante generar estrategias para su conservacion.
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Descripcion de la especie en estudio

Hedeoma muiltiflora Benth. (Lamiaceae) es una planta pequefa y su crecimiento
esta confinado a condiciones ambientales restrictivas (Figura 2). Es perenne y
muy aromatica. Se desarrolla formando matas pequenas de hasta 30 cm de
altura aproximadamente, cuyos tallos son algo decumbentes y hojas sésiles, que
contienen el aceite esencial (Anton & Zuloaga, 2018). Habita en lomas secas,
pedregosas y ambientes serranos, hasta los 1000 msnm (Elechosa et al., 2009).
Se distribuye en Argentina, Uruguay y Brasil. Dentro de nuestro pais fue
reportada por Fester et al. (1961) en Buenos Aires, Mendoza, Catamarca, Entre
Rios, Coérdoba, La Pampa, Rio Negro, Santiago del Estero y San Luis (Irving,
1980).

Varios autores han indicado que la especie tiene un alto grado de homogeneidad
en la composicion quimica de sus aceites esenciales. Los componentes
principales son: pulegona, mentona e isomentona. Esto indicaria que es un solo
quimiotipo especifico y estable, al menos en las ubicaciones evaluadas (Fester
et al., 1961; Juarez et al., 2018; Montes, 1964; van Baren et al., 2010). Sin
embargo, también se observa que los porcentajes de estos componentes
pueden variar segun el momento del afo, el estado fisiolégico de la planta, el

clima y edad de la planta.

En cuanto a sus usos en medicina popular, H. multiflora es utilizada para
afecciones abdominales y estomacales como la gastritis en forma de infusion
(Goleniowski et al., 2006), ulceras y hemorroides (Lagrotteria & Lozada 1993;
Menseguez et al, 2007; Lujan & Martinez 2017, 2019), y por la actividad
antioxidante de la infusion de sus hojas debido al alto contenido de fenoles y
flavonoides. Es importante destacar que, aunque se la emplea en la medicina
popular para diferentes afecciones, H. multiflora no se encuentra en la

Farmacopea Argentina (Farmacopea Argentina Septima edicion 2017).

Por otra parte, en la industria de las bebidas sin alcohol, es requerida por las

procesadoras de yerba mate (/lex paraguarensis) compuesta que la utiliza como
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aromatizante (Bocco et al. 1993; Martinez 2005). También en la industria de las
bebidas alcohdlicas preparadas en base a amargos de hierbas y aperitivos

(Lagrotteria & Lozada, 1993).

Figura 2: Aspecto general de la planta adulta (a), detalle de la flor (b) y hojas (c).

Se la conoce popularmente como tomillo, menta del campo, peperina de las
lomas, peperina puntana, peperina de la sierra, tomillo serrano, tomillo del
campo, cominito del campo, mastuerzo, hierba del pajaro (Elechosa et al., 2009)

y tomillito de la sierra (Ordéfiez et al., 2006).
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Metodologia general

Se realiz6 la busqueda bibliografica en bases de datos indexadas, en inglés y en
espafiol. También se visitaron bibliotecas y herbarios para la recoleccion de
datos y obtener una aproximacion general de la problematica. Al concluir el
estado del arte de la especie fue evidente que existen pocos trabajos de
investigacion y son antiguos. También, se tomaron datos in situ (ver anexo 1).
Se planted una coleccion de 2 anos de duracién, en los meses de enero a

febrero, una poblacién por afio: San Luis y La Pampa.

Si bien la especie se distribuye en varias provincias solo se pudo gestionar la
autorizacién para realizar investigaciones en la provincia de San Luis y solicitud

de investigacion en la APN (Parque Nacional Lihué Calel — La Pampa) por ahora.

Para cada poblacion, se realizaron las correspondientes colecciones de material
vegetal en el campo. Se colectaron plantas vivas, semillas y especimenes para
herbario.

e Para plantas vivas, se tomaron fotografias de su ambiente en general, se
descalzé suavemente la planta entera, sin dafar las raices, se la colocé
en macetas conteniendo el mismo sustrato y se rotulé cada individuo.

e Para semillas, se cortdé una rama con frutos maduros por planta, se la
dispuso en sobre de papel debidamente rotulado.

e Para especimenes de herbario (muestra de referencia), se sacaron dos
individuos representativos, se prensaron entre papel de diario y prensa de

madera

Los criterios para seleccionar y definir las zonas de recoleccion se basaron en el
patron espacial tipico a la poblacion en su area de estudio. Los datos a evaluar

fueron:

A.- Observacion en el sitio de origen, desarrollo y arquitectura de las

plantas, caracteristicas del suelo, clima, condiciones de crecimiento.
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B.- Coleccion de material vegetal: para plantas vivas, se tomaron
fotografias de su ambiente en general, se descalzé suavemente la planta
entera con una pala, sin dafar las raices, se la coloc6 en macetas
conteniendo el mismo sustrato y se rotulé cada individuo. Para semillas,
se cortd una rama con frutos maduros por planta, se la dispuso en sobre
de papel debidamente rotulado. Para especimenes de herbario (muestra
de referencia), se sacaron dos individuos representativos, se prensaron

entre papel de diario y prensa de madera.

Para evaluar la respuesta ante el cambio climatico de Hedeoma muiltiflora, se
utilizaron imagenes satelitales en diferentes periodos, con el propésito de

mostrar el avance de la frontera agropecuaria e industrial en la zona de estudio.

Para el modelado de nicho ecoldgico, se tomaron coordenadas de la recoleccion
de campo, de etiquetas de herbario y paginas on line de herbarios con datos
georreferenciados. Se utilizaron 19 variables bioclimaticas mas elevacion,
extraidas de la base de datos WORLDCLIM 2! a una resolucion de 2,5 minutos
de arco. Se tomaron cinco variables edaficas para las capas de suelo de
SOILGRIDS ™2, Se tomaron dos criterios de la Lista Roja de la UICN: el grado

de ocurrencia y el area de ocupacion.

Para el protocolo de cultivo de tejidos vegetales, se selecciono el tipo de explanto
(hoja, segmento uninodal y segmento binodal). Luego se realizé la desinfeccion,
introduccién, establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion
correspondiente. Para el protocolo de multiplicacién, se evaluaron diferentes
concentraciones de BAP (6-Bencilaminopurina) e IBA (acido indol-3-butirico). En
medio MS completo a 25°C. Para el protocolo de conservacion, los explantos se

cultivaron en MS diluido a la mitad a 19°C. Ambos procesos bajo un FP 16:8.

L http://www.worldclim.org
2 https://www.isric.org
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En la Aclimatacién, primero se realizé en sala de cultivo y posteriormente en

invernaculo.

Para la introduccién a cultivo se realizé un ensayo de implantacion de individuos
ex vitro en el campo experimental del Instituto de Recursos Bioldgicos de INTA

Castelar.
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Capitulo 1: Estado de vulnerabilidad

Marco tedrico

Las PAM deben hacer frente al deterioro poblacional y ambiental provocado por
otras acciones antrépicas, como la expansién de la frontera agricolo-ganadera
debido al creciente aprovechamiento de campos para cultivos tradicionales,
aumento de las urbanizaciones, incendios provocados o0 accidentales,
emprendimientos turisticos, etc. (Elechosa et al., 2009). Dentro de este conjunto
de situaciones adversas, se encentra H. multiflora (Anexo 2), pero no se
encontraron informes regionales oficiales sobre la oferta y demanda de esta
especie, aunque es uno de los mejores pagos por su dificultad para encontrarla,

su tamano y tiempo de recoleccién (Galli, 2013).

Las dos poblaciones que se tomaron como referencia estan afectadas por una o
varias situaciones nombradas anteriormente, aunque se desarrollan en

diferentes ambientes.

La poblacién SL se desarrolla en el bosque chaquefo, donde predomina la
vegetacion de caracteristica xerdfila y prevalecen especies caducifolias, de hojas
pequenas o transformadas en espinas. Debido a la distribucion de las
precipitaciones, las formaciones vegetales van disminuyendo de este a oeste. El
clima es del tipo Mediterraneo Seco. Hay escasa regulacion marina por lo que
hay gran amplitud térmica, lo que provoca el resquebrajamiento de las rocas y el
suelo. La temperatura media anual es de 20°C, en verano se alcanzan
temperaturas de 35°C mientras que en los meses de invierno se pueden registrar

temperaturas de —5° C (Figura 3a) (Cabrera, 1971).

La poblacion LP se presenta en la zona semiarida central, en la formacion del
espinal, donde predominan especies lefiosas con espinas. Es una regién con
relieves poco ondulados, con suelos poco desarrollados, loessoides, con capas
petrocalcicas y arenosos de textura gruesa. Clima subhumedo seco y semiarido
(Figura 3b) (Cabrera, 1971).
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Figura 3. Ambiente de la poblacién SL (a) y poblacion LP (b). Se indica con una estrella un

ejemplar de H. multiflora.

Objetivo

Determinar el estado de vulnerabilidad in situ de dos poblaciones de Hedeoma

multiflora tomadas como modelo.

Materiales y métodos

Para evidenciar el deterioro en la distribucion de la especie, se recolecté material
vegetal y muestras de suelo de la provincia de San Luis (poblacion SL
Carpinteria y SL Ruta 23) y provincia de La Pampa (poblacién LP). Las
georreferencias se indican en las Figuras 4 y 5. Con el propdsito de mostrar el
avance de la frontera agropecuaria e industrial en la zona de estudio, se utilizaron
imagenes satelitales del sitio web GoogleMaps3. Corresponden a un periodo de

aproximadamente 15 a 20 afios, dependiendo de la regidn de estudio.

3 http://www.maps.google.com
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Figura 4: Localizacién de las poblaciones Figura 5: Localizacién de la poblacion en
en la provincia de San Luis (Los Duraznos: la provincia de La Pampa: -37.76041, -
-32.29377, -65.22143 vy Carpinteria: - 64.74447

32.4204, -64.9748)

Resultados

El patrén espacial observado para ambas poblaciones se basa en una
distribucion agrupada, dependiendo del refugio otorgado por rocas grandes o

arbustos medianos no competidores.

En la poblacién SL, se evidencia un aumento en la urbanizacién, terrenos
cercados y caminos principales y secundarios. En algunos de esos terrenos,
presencia de ganado y suelo pisoteado y compactado. En la poblacién LP, el
avance inmobiliario no fue tan evidente, pero la principal observacion que llamé
la atencion fueron los manchones de terreno quemado y la alteracién del area
por el asfaltado de la ruta. En la figura 6 se muestra la variacién en el uso de la

tierra en un promedio de 20 afios.

Con respecto al estudio del suelo, ambos son similares, los resultados son
consistentes con los parametros esperados (Anexo 3) con una saturacién media,

pH ligeramente alcalino y escasa materia organica.

El patrén espacial observado para ambas poblaciones se basa en una

distribucion agrupada.
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SL CARPINTERIA 2003 ; SL CARPINTERIA"2019

Veq
sl RUTA 232019

LA PAMPA 2000 LA PAMPA 2019

Figura 6: Vista general de los sitios de recoleccion (marcador amarillo) en la actualidad y en el
pasado. En las regiones de San Luis se puede ver el avance inmobiliario y zonas de cultivo. En
la region de La Pampa, el aumento de la desertificacion y disminucion de la densidad vegetal.
El marcador amarillo indica el sitio de colecta.

Discusion
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La distribucion agrupada observada para las poblaciones evaluadas, ocurre
cuando los individuos tienden a sobrevivir en sectores particulares del entorno,
el resultado es que éstos estan mas cerca de lo esperado por azar. Es importante
tener en cuenta la importancia del clima en la determinacién de la distribucion y
abundancia de las especies. La distribucion de los biomas coincide con la altitud
y con las zonas de rangos de temperatura. Esta distribucion, generalmente esta
limitada por condiciones que son subdptimas y que llevan a una reduccion del
crecimiento poblacional, o a un aumento de las probabilidades de mortalidad
(Begon et al., 2006).

Con respecto a las evidencias del deterioro ambiental y grado de vulnerabilidad
de la especie, las observaciones in situ fueron diferentes en cierto grado para
cada poblacion, como es el caso del avance urbano. Aunque en entrevistas con
lugarefios, se plantea como principales factores desfavorables, el avance de la
frontera agropecuaria e industrial, el turismo y los incendios, a veces provocados.
Esto coincide con lo presentado por Arias Toledo et al. (2010) quienes afirman
que las actividades humanas provocan variaciones sobre la abundancia de las
especies. Los diferentes usos del suelo, especialmente la agricultura intensiva y
el aumento de la urbanizacion, serian las actividades mas influyentes en la

modificacion del habitat.
Conclusiones

e Se ha determinado que el nivel de riesgo ambiental por causas antrépicas

es diferente en las dos poblaciones en estudio.

e La disminucién de las poblaciones y el aumento de los parches debido a
la fragmentacion del habitat es evidenciada por los lugarefios desde hace

tiempo.
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Capitulo 2: Evaluacion frente al cambio climatico

Marco tedrico

Muchas especies estan amenazadas en su ambiente debido al cambio climatico,
segun el IPCC (2014), se estima que el aumento de la temperatura global a
finales del siglo XXI sera superior a los 2°C. Este proceso afecta la distribucion
y el crecimiento de las poblaciones, mas alld de cambios a gran escala en la
dindmica de los ecosistemas. Ademas, las diferentes distribuciones de las
especies, debido a las condiciones ambientales, controlan su evolucion (Ai et al.,
2013).

Se produciran cambios en el patrén climatico que afectaran la productividad
vegetal en el futuro (Reddy et al., 2010), en las distribuciones geograficas (Lenoir
& Svenning, 2015) y alteraciones en la composicion, estructura y fenologia de

las poblaciones (Van Der Putten et al., 2010).

En América del Sur, el cambio climatico puede impactar en varios aspectos
(Reyer et al., 2017), por ejemplo, en el sureste de Brasil se pronosticé un
aumento de la temperatura media anual y un aumento de la precipitacion anual
para fines de siglo (Chou et al., 2014). En Argentina, las proyecciones climaticas
futuras predijeron un clima mas calido (Collins & Knutti, 2013; Orlowsky &
Seneviratne, 2011) y un incremento en las precipitaciones en las regiones norte
y central para fines de siglo (2016-2100) (Barros et al., 2015). Paralelamente, en
la region de Uruguay, las simulaciones de modelos climaticos futuros indican
aumentos de temperatura y precipitacion, y periodos mas largos de sequia e

inundaciones en un clima mas calido (Eleftheratos et al., 2011).

Ademas del cambio climatico, algunas especies vegetales pueden experimentar
situaciones criticas debido a la sobreexplotacion, la pérdida de habitat natural y
el cambio en el uso de la tierra. En conjunto, pueden causar importantes
alteraciones en la biodiversidad. En muchas especies no se ha estimado el

impacto de estos procesos, por lo que es importante desarrollar metodologias
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para evaluar estos efectos y establecer estrategias de conservacion en especies
vulnerables. Como primer paso, es necesario seleccionar, resumir y mapear la
informacion bioldgica obtenida de la investigacion cientifica y de las colecciones
depositadas en herbarios (Lobo & Hortal, 2003).

Hedeoma muiltiflora se distribuye en Argentina, Uruguay y Brasil (Fig. 7). La
especie habita en la regidon biogeografica Neotropical, en el dominio Chaco y
dentro de las provincias Chaquefia y Pampeana. La provincia del Chaco
(Argentina) es la de mayor volumen de vegetacién. Esta conformado por llanuras
y cerros bajos, con un clima continental con una temperatura promedio anual
entre 20 a 23°C y veranos lluviosos. La vegetacion predominantemente
xerofitica, con un estrato herbaceo. La provincia Pampeana (Argentina, Uruguay
y Brasil) tiene llanuras levemente onduladas, un clima templado a célido con una
temperatura media anual entre 13 y 17°C y lluvias anuales que disminuyen de
norte a sur y de este a oeste. La vegetacion predominante son pastos herbaceos
y arbustos (Cabrera & Willink, 1973).
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Figura 7. Distribucion actual de H. multiflora. Se observan diferentes
ecosistemas donde habita: provincia del Chaco (abajo) y provincia

Pampeana (arriba).

28 | Tesista: Patricia Peralta




Tesis Maestria en Ambiente y Desarrollo Sostenible @ n

Objetivo

Identificar el grado de vulnerabilidad y los factores que contribuyen a la
distribucion actual y futura de esta especie mediante el modelado de nicho

ecoldgico.

Estimar la importancia de los factores abidticos en la distribucidén geografica de

Hedeoma multiflora

Materiales y métodos

Se obtuvieron 151 coordenadas entre la recoleccién de campo, de materiales de
herbario (BAB, CORD y Sl) y la base de datos GBIF4. Para evitar un efecto de
autocorrelaciéon espacial en MNE, los puntos que se encontraban a menos de 5
km de distancia se eliminaron mediante el paquete R "Wallace” Version 1.0.6.1
(Kass et al., 2018) implementado en R Versién 3.6.1, obteniendo en total 63
puntos de América del Sur (archivo suplementario). Se usaron 19 variables
bioclimaticas y, ademas, elevacion, extraidas de la base de datos WORLDCLIM
2 con una resolucién de 2.5 minutos de arco (Hijmans et al., 2005). La pendiente
se calculo a partir de la elevacion en el “Sistema de informacién geografica” de
QGIS ver. 3.4.12 (Equipo de desarrollo de QGIS, 2018). Se tomaron cinco
variables edaficas para las capas de suelo de SOILGRIDS™ a una resolucion
de 250 m y 5 cm de profundidad (Hengl et al., 2017). Todas las capas se
recortaron al area de calibracién que se definié de acuerdo con el enfoque tedrico
de movilidad bidtica-abidtica (Peterson et al., 2008; Soberon & Peterson, 2005).
En este estudio, dado que el objetivo es identificar areas adecuadas para la
conservacion y cultivo de H. multiflora, el enfoque se realiz6 en América del Sur.
Para minimizar el ajuste sesgado de los modelos producido por la covarianza
entre variables y los consiguientes resultados engafosos, se redujeron algunos
datos debido a la multicolinealidad; para ello se realizé una Correlacion de

Pearson para identificar pares de variables con alto grado de correlacién (r>0.8).

4 www.gbif.org
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Se seleccionaron las siguientes variables: Elevacion, Pendiente, Bio1
(temperatura media anual), Bio2 (rango medio diurno), Bio3 (rango de
isotermalidad), Bio7 (rango de temperatura anual), Bio12 (precipitacion anual),
Bio15 (estacionalidad de la precipitacion), Bio18 (precipitacion del trimestre mas
calido), BLDFIE (densidad aparente), CLYPPT (contenido de arcilla), CRFVOL
(fragmento grueso volumétrico), ORCDRC (contenido de carbono organico del
suelo), PHIHOX (pH del suelo). Se seleccionaron las variables bioclimaticas y
las propiedades del suelo por considerarse bioloégicamente significativas y
directamente relevantes para esta especie. Las pruebas de correlacion se
realizaron utilizando INFOSTAT 2.0 (Di Rienzo et al., 2018).

El escenario RCP 6.0 (Vias de concentracion representativas) para el afio 2070
(2060-2080) propuesto por el Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico
(IPCC) se utilizé para realizar modelos de nicho futuros. Se utilizaron tres
modelos diferentes de circulacion global atmosfera-océano (AOGCM): CCSM4
(modelo de sistema climatico comunitario, version 4), CGCM3 (modelo de
circulacion general atmosférica de cuarta generacion) y HadGEM2 (modelo
ambiental global del centro Hadley, version 2). Estos tres AOGCM se
seleccionaron dada la incertidumbre introducida por estos modelos para las
condiciones futuras (Diniz-Filho et al., 2009; Nori et al., 2011), y para cubrir el
rango de variacion entre estos. Para construir este modelo, se utilizé el promedio

de las variables bioclimaticas seleccionadas de estos tres AOGCM.

El modelado de nichos ecoldgicos se ha empleado para evaluar los nichos
potenciales presentes y futuros de Hedeoma multiflora. Se ejecutaron en MaxEnt
utilizando la siguiente configuracién: umbral de convergencia = 10-5, iteraciones
maximas = 20.000, multiplicador de regularizacion = 1, réplicas = 10 y tipo de
ejecucion de réplicas = validacion cruzada. MaxEnt usa solo datos de presencia
de especies y funciona bien con muestras pequefias (Hernandez et al., 2006;
Phillips et al., 2006). Posteriormente, los modelos fueron evaluados por el area
bajo la curva caracteristica de funcionamiento del receptor (AUC) (Lobo et al.,
2008; Townsend Peterson, 2007). Las puntuaciones de AUC se calcularon

primero usando todos los registros y luego usando 75% de entrenamiento versus
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25% de conjuntos de datos de prueba (Fielding & BellL, 1997). También se
realizd una prueba de navaja (jackknife test) para evaluar la importancia relativa

de las variables.

Los modelos de Hedeoma multiflora se almacenaron en formato raster ASCII y
se importaron al QGIS para trazar los mapas utilizando los valores promedio de
los umbrales de densidad proporcionados por MaxEnt. Estos umbrales estan
representados por diferentes colores para indicar la probabilidad predicha, con
valores en un rango de 1 -> 0,8 (rojo oscuro) para la probabilidad predicha mas
alta; 0,8 -> 0,6 (rojo) para la probabilidad predicha alta; 0.6 -> 0.4 (rosa) para
probabilidad pronosticada media; 0.4 -> 0.2 (rosa claro) para una probabilidad
pronosticada baja y 0.2 -> 0.0 (blanco) para probabilidad pronosticada muy baja.
Finalmente, las proyecciones MaxEnt se reclasificaron para convertir la salida de
datos en un mapa de presencia / ausencia (0-1), utilizando un umbral de
Presencia minima de entrenamiento (MTP), para obtener el area de distribucion

potencial total en km?2 para las predicciones actuales y futuras.

Para estimar un estado de amenaza preliminar de Hedeoma muiltiflora, se
calcularon dos variables adaptadas de los criterios de la Lista Roja de la UICN
(Comité de Normas y Peticiones de la UICN 2019): el grado de ocurrencia (extent
of occurrence - EOO) y el area de ocupacion (area of occupancy - AOO)
utilizando los puntos de ocurrencia. EOO crea el limite continuo mas corto
posible que abarca todos los puntos de ocurrencia y calcula el area dentro del
limite para estimar qué tan extendido esta un taxén. EI AOO estima el area dentro
del EOO, que en realidad esta ocupada por un taxén calculando el niumero
minimo cuadriculas de 2 km? necesarias para cubrir todos los puntos de

ocurrencia.

Estos célculos se realizaron utilizando la herramienta de evaluacion de la
conservacion geoespacial GeoCAT (Bachman et al., 2011). Para clasificar H.
multiflora usando estas dos variables, se implementaron los criterios propuestos

por la Comision de Normas y Peticiones de la UICN (2019):

31 I Tesista: Patricia Peralta



Tesis Maestria en Ambiente y Desarrollo Sostenible @ ;

e En peligro critico cuando EOO <100 km? 0 AOO <10 km?Z.

e En peligro cuando 100 km2 <EOO <5000 km? 0 10 km? <AQO <500 km?.

e Vulnerable cuando 5000 km2 <EOO <20000 km? o 500 km? <AOO <2000
km?2.

e Casi amenazado cuando 20000 km?> EOO <45000 km? o 2000 km?
<AOO <4500 km?

e Preocupacién menor cuando EOO = 45000 km2 y AOO = 4500 km?

Aunque estas dos metricas no representan el conjunto completo de criterios
necesarios para la clasificacion en la Lista Roja, son indicaciones utiles del

estado de vulnerabilidad de un taxén (Myrans et al., 2020).

Resultados

Al realizar el MNE, los resultados arrojan que en los préximos 50 afios la
distribucion de la especie se incrementara levemente, sin considerar en los
analisis las actividades humanas. Las distribuciones potenciales presentes y
futuras de Hedeoma multiflora basadas en el algoritmo de Maxent se presentan
en la Fig. 8. El rango de distribucion potencial de H. multiflora en las condiciones
climaticas actuales comprende un total de 471989 km2, habita principalmente en
la region central de Argentina y en el futuro, la prediccion alcanza un total de
928776 km?2 ocurriendo principalmente en la region centro y centro-este de

Argentina.
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Figura 8: Distribucion actual (izquierda) y 2070 (derecha) de

Hedeoma muiltiflora en América del Sur.

Los resultados de MNE indican que los modelos respondieron bien (utilizando
todos los registros y datos de pruebas de entrenamiento con AUC> 0,95). EIAUC
fue mejor que el aleatorio (es decir, los valores del AUC del modelo excedieron

el percentil 95 de las distribuciones nulas del AUC).

Las variables que mas contribuyeron a los modelos fueron Bio7 (rango de
temperatura anual), Bio18 (precipitacién del trimestre mas calido), Bio3
(isotermalidad) y Pendiente. Todas las demas variables juntas contribuyeron con
menos del 10% (Tabla 1).

Tabla 1: Contribuciones relativas de las variables ambientales utilizadas con el algoritmo MaxEnt

en la prediccion de la distribucién actual de H. muiltiflora.
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Bio7 (rango de temperatura anual) 455 454
Bio18 (precipitacion del trimestre mas calido) 13.5 9.6
Bio3 (rango de isotermalidad) 12.3 0

Pendiente 104 4.5
Bio1 (temperatura media anual) 7.4 22.3
Elevacion 3.2 1.9
CRFVOL (fragmento grueso volumétrico) 3.0 6.1

Bio15 (estacionalidad de la precipitacion) 3.0 1.5
ORCDRC (contenido de carbono organico del suelo) 2.3 0.2
CLYPPT (contenido de arcilla) 1.8 2.7
PHIHOX (pH del suelo) 0.9 5.3
Bio12 (precipitacion anual) 0.6 0.1

BLDFIE (densidad aparente) 0.1 0

Bio2 (rango medio diurno) 0.1 0.3

Los valores o6ptimos de estas variables fueron los siguientes: rango de
temperatura anual vari6 entre 7.18 a 39.78 °C, la precipitacion del trimestre mas
calido vari6 de 0 a 1734 mm, rango de isotermalidad de 31 a 92 % (Fig. 9). En la
prueba Jackknife, Bio1 (temperatura media anual) y Bio7 (rango de temperatura
anual) mostraron la mayor ganancia cuando se usaron de forma aislada y las
variables que mas redujeron la ganancia cuando se omitieron fueron CLYPPT
(contenido de arcilla) y Pendiente. Los valores que se muestran son promedios
de las diez repeticiones (Fig. 10).

bio3 bio7 bio18
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Figura 9: valores 6ptimos de las variables “rango de isotermalidad” (Bio3), “rango de temperatura

anual” (Bio7) y “precipitacion del trimestre mas calido” (Bio18).
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Figura 10. Ganancia de Jacknife test. Se muestra la importancia relativa de las variables

ambientales para H. multiflora

Para H. multiflora, el EOO y AOO fueron 1.088.337,6 km2 y 270 km?2
respectivamente. Segun el valor de EOO, esta especie puede considerarse
como de menor preocupacion, pero segun el valor de AOO, puede considerarse

como especie en peligro de extincion.

Discusion

El cambio climatico afecta profundamente la distribucidén de las especies y sus
entornos. Hoy en dia, la modelizacién de nichos ecoldgicos futuros es una
herramienta muy importante para evaluar el impacto potencial del cambio
climatico en la biodiversidad (Wiens et al., 2009), estableciendo planes de
conservacion y estrategias de gestibn adecuados (Hossell et al., 2003;
Rutherford et al., 1999), identificar especies en riesgo de extincién (Brereton et
al., 1995; Thomas et al., 2004) y proyectar la distribucion actual y futura de

especies vulnerables (Porfirio et al., 2014; Sinclair et al., 2010).
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Este modelo bajo las condiciones climaticas actuales revel6 que las areas mas
adecuadas corresponden al Bosque Chaquefio Serrano en el sistema de las
Sierras Pampeanas en las provincias de San Luis y Cdérdoba vy, al sureste de
Buenos Aires, en el sistema de las Sierras de Tandil. La distribucion futura se
extiende a las regiones bajas y planas de la provincia fitogeografica Pampeana,

a la regién Espinal y también al este de la provincia Paranaense.

El analisis MNE reveld que el rango de temperatura variable anual fue el que
tuvo mayor influencia en la distribucién de H. multiflora. Esto sugiere que esta
variable climatica puede ser biolégicamente significativa porque esta asociada
con la germinacién y su dispersién. Esto es consistente con la determinacion del
poder de germinacion del 60% a 25°C en semillas silvestres, en pruebas in vitro
(Peralta et al., 2019; Sosa et al., 2019). Las variables “precipitacién trimestre mas
calido”, ‘“isotermalidad” y “pendiente” también tienen una contribucién
considerable en el modelo. Con respecto a esta ultima variable, esta especie vive
en las laderas de cerros y sierras bajas, con buen drenaje y resguardada del
viento, por lo tanto, es consistente con el aporte. Por el contrario, las
caracteristicas del suelo no contribuyeron significativamente a la construccién
del modelo, lo que sugiere que las variables climaticas son mas relevantes para

delinear la distribucion geografica de esta especie.

Un resultado inesperado es que H. multiflora expandio su distribucién geografica
en lugar de contraerse con el calentamiento climatico futuro. Se han reportado
patrones similares en plantas de ambientes similares en América del Norte y Asia
(DeChaine et al., 2013; Forester et al., 2013). Una explicaciéon de este patron
podria ser que las temperaturas mas calidas y las lluvias mas altas en
condiciones de calentamiento futuras podrian cambiar regiones inadecuadas y

favorecer el establecimiento de ésta especie en areas no colonizadas.

Como especie endémica con distribucion geografica restringida, H. multiflora es
altamente susceptible a la extincion (Kani, 2011; Pires et al., 2006). Aunque este
modelo predice un aumento en el area de alta idoneidad en el futuro, estas areas

estan actualmente afectadas por diferentes intervenciones humanas. En el
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ultimo ano el Bosque Chaqueno Serrano en la provincia de San Luis y Cérdoba
experimentd una importante transformacion paisajistica provocada por el avance
de la urbanizacién, incendios, tala indiscriminada, sobrepastoreo e invasién de
especies exoticas (Cingolani et al., 2008; Gavier & Bucher, 2004; Giorgis et al.,
2005; Renison et al., 2010; Zak et al., 2004). Pero el problema mas grave a
enfrentar por esta especie, es la recoleccion indiscriminada determinada por la
demanda de industrias yerbateras o de bebidas sin alcohol, entre otras (Martinez
2005). Ademas, en esta practica, se suele descalzar la planta entera, facilitado
por las caracteristicas del suelo, y con ello también, se impide la dispersion de

las semillas de manera natural (Elechosa et al., 2009).

Segun Giorgis et al. (2005) estas transformaciones afectan el establecimiento y
supervivencia de especies nativas. En consecuencia, el hecho de que el cambio
climatico tendria un impacto positivo en la germinacion y en la distribucion de
esta especie, el aumento de perturbaciones antrépicas en el ambiente de
ocurrencia, sugiere que esta especie seguird en riesgo, si no se toman las
medidas necesarias para su proteccion. De hecho, la conservacion y
reintroduccion de la especie se puede abordar en areas donde los modelos
actuales y futuros predicen habitats alta y moderadamente adecuados para la
especie. Ademas, segun Thomas et al. (2004), debe tenerse en cuenta que la
capacidad de las especies para establecerse en nuevas areas climaticamente
adecuadas se verda limitada por la pérdida o fragmentacion del habitat, y su
capacidad para permanecer en climas adecuados se vera afectada por nuevas

interacciones.

Finalmente, para establecer el riesgo de extincidén y evaluar la aptitud adaptativa
de esta especie, se requieren estudios de genética poblacional para determinar
la sostenibilidad y resiliencia gendmica. Actualmente se estan realizando
estudios citogenéticos para evaluar la ploidia de las diferentes poblaciones y
verificar si existe una relacion con la distribucion geogréfica (Peralta et al., no

publicado).
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Conclusiones

o Este es el primer estudio para determinar la situacién de Hedeoma
multiflora frente al cambio climatico, estimar su estado de vulnerabilidad y
conocer la extensién del area de distribucion. Esto permitira monitorear y
evaluar las poblaciones actuales que podrian desaparecer, proponer
areas naturales protegidas y contribuir a la elaboracion de planes de

proteccion in situ 'y ex situ.

e Se podria orientar la recoleccién sostenible de este germoplasma para
mejorar la efectividad de su conservacién. Es muy probable que la
mayoria de los impactos del cambio climatico sean el resultado de
interacciones entre diferentes amenazas. Ademas, la capacidad de esta
especie para colonizar nuevas areas estara condicionada por la pérdida y
fragmentacion de su habitat. Segun el modelo, las proyecciones para el
futuro bajo un escenario de cambio climatico muestran que la distribucién
geografica se mantendra relativamente estable. Las variables que mas
influyen en esta especie son el rango de temperatura anual, precipitacion

del trimestre mas calido, isotermalidad y Pendiente.

o Estas nuevas areas podrian utilizarse para el establecimiento de cultivos

controlados que permitan disminuir la presion en poblaciones naturales.

e Conrespecto al estado de vulnerabilidad, no hay suficiente evidencia para
considerar a esta especie como vulnerable porque no presenta una
distribucion fragmentada. Pero in situ puede percibirse la situacion

contraria debido a las actividades humanas.

e Las areas de alta idoneidad previstas concuerdan con regiones altamente

modificadas por actividades humanas.
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Capitulo 3: Propuesta de acciones para su conservacion
ex situ mediante cultivo de tejidos vegetales y

caracterizacion de las semillas.

Marco teérico

Una estrategia para la propagacion y conservacion de H. multiflora es el uso de
biotecnologias sencillas como el cultivo in vitro de tejidos vegetales, colaborando
en el mantenimiento de una produccion regular, en la produccion de mayor
biomasa y semillas para repoblar regiones vulnerables. En la actualidad ha
aumentado el interés por parte de las industrias en desarrollar métodos de
produccion en donde la calidad, cantidad y costos no se vean influenciados por

las condiciones edafoclimaticas regionales ni por regulaciones sanitarias.

La biotecnologia vegetal es el estudio de distintas metodologias para utilizar a
las plantas, sus partes o sus productos. Segun Rocha (2004), es un grupo de
técnicas propias de varias disciplinas (genética, fisiologia, bioquimica, etc.), que
explotan algunos procesos bioldgicos para crear productos utiles. Dentro de la
biotecnologia vegetal, se considera el desarrollo de biorreactores,

transformacion genética y el cultivo de tejidos, entre otras.

La micropropagacion consiste en el cultivo de plantas en un ambiente artificial
controlado, utilizando un medio de cultivo adecuado para esa especie (Olmos et
al., 2010). Gracias a la propiedad de regenerar una planta completa y funcional

ante estimulos adecuados, células somaticas puede formar distintos érganos.
La propagacion vegetativa puede realizarse de dos maneras:

e Por macropropagacion: conjunto de operaciones sencillas, desde

multiplicacion por esquejes, acodos, etc.
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e Por micropropagacion: operaciones basadas en el cultivo de tejidos
vegetales, que permiten la propagacion masiva de plantas genéticamente
iguales o modificadas y libres de patdgenos. Esta metodologia se basa en
que un fragmento vegetal aislado (explanto) se cultiva en un ambiente
estéril, sobre en un medio de cultivo nutritivo, con una composicion
quimica definida, bajo condiciones ambientales controladas. Cada
explanto origina una planta nueva gracias a dos caracteristicas de la
célula vegetal: la capacidad para regenerar una planta completa
(totipotencia) y la capacidad de retenciéon para volver al estado
meristematico (desdiferenciaciacién). Luego de la multiplicacion, debe
establecerse el posterior enraizamiento in vitro de brotes. Esta técnica es
muy difundida y puede utilizarse para mejorar y reemplazar al sistema
tradicional de cultivos. Por lo tanto, cualquier tejido en un medio que reuna
las condiciones quimicas apropiadas podra ser estimulada a sintetizar

sustancias particulares de la planta madre (Olmos et al., 2010).
Ventajas del cultivo in vitro:

e Una produccion regular para abastecer las exigencias del mercado.

e Pueden obtenerse metabolitos secundarios en condiciones controladas,
independientemente de factores bioticos (interaccion con patdégenos y
predadores) y abidticos (sequia, temperaturas extremas, radiacion UV,
etc.)

e Aumento en el rendimiento para la obtenciéon de metabolitos.

e Obtencion de nuevos metabolitos secundarios, producto de la
manipulacion de las condiciones de cultivo, con un mayor potencial
farmacoldgico.

e Reduccion de costos si se automatiza el proceso.

e Posibilidad de realizar controles de calidad mas estrictos.

e Pueden garantizarse grandes volumenes de biomasa de alta calidad en

menor tiempo.

Las ventajas de la micropropagacion son:
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e Multiplicacion acelerada del numero de plantas.
e Mayor control sanitario.

e Multiplicacion de grandes cantidades de plantas en espacios reducidos.

Las respuestas de una especie al cultivo in vitro y el posterior éxito del cultivo
dependen de varios factores, entre ellos, la metodologia, longitud de la luz,
temperatura, tipos de contenedores, tipo de cubiertas, la consistencia del medio

de cultivo, tipo de reguladores de crecimiento y el genotipo empleado.

La micropropagaciéon en esta especie, fue evaluada por varios investigadores
que utilizaron diferentes medios de cultivo, diluciones y concentraciones de
reguladores de crecimiento. Brunetti et al. (2007) y Pedranzani et al. (2002)
informaron una mayor elongacién del eje principal en el establecimiento in vitro
y un alto porcentaje en la supervivencia, cuando se usa medio MS (Murashige &
Skoog, 1962) diluido, independientemente de la concentracion de 6,
bencilaminopurina (BAP). Por otro lado, con el fin de evaluar la tasa de
multiplicacion y generacion de raices en esta especie, diferentes autores
realizaron pruebas en medio MS (completo y a media concentracién)
suplementado con reguladores de crecimiento (Koroch et al. 1997; Peralta et al.
2016, 2017; Diaz Gabutti et al., 2018). En cuanto al tamafo del explanto,
Pedranzani et al. (2002) informaron que, a partir de explantos uninodales, se
lograron plantas vigorosas, sin clorosis, a una temperatura de 20 + 2 ° C, con

una longitud promedio de 10 cm de altura.

Es necesaria la conservacion ex situ del germoplasma nativo en riesgo e
incorporarlo a programas de proteccion vegetal. La misma problematica también
se observa en otras poblaciones de PAMs como Minthostachys verticillata,
Achyrocline satureoides, Passiflora caerulea, Acantholippia seriphioides, Lippia
turbinata y Baccharis crispa. Elechosa y Juarez (2003) agregan a esta lista a
Minthostachys mollis, Lippia integrifolia, Baccharis articulata, Baccharis trimera,
Satureja odora, Satureja parvifolia, Aloysia citriodora, Aloysia gratissima y

Aloysia polystachya.
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Objetivo

Elaborar protocolos in vitro para la multiplicacion por cultivo de tejidos y para su

incorporacion en un plan de conservacién en un banco in vitro.

Iniciar la caracterizacion de las semillas para su incorporacion en un banco de

germoplasma.
Materiales y Métodos
e Propagacion de estacas in vivo

A partir de un lote de semillas silvestres procedente de la provincia de San Luis,
se obtuvieron plantines, de los cuales se seleccioné uno que presenté mayor
vigor de crecimiento y una mejor apariencia, por lo que fue seleccionado como
planta madre para su multiplicacién. Se conformé un stock de clones, con el

propdsito de obtener los explantos para la propagacién in vitro.

Para la macropropagacion, se cortaron esquejes herbaceos binodales de
aproximadamente 2,5 cm de largo y el extremo basal fue impregnado con acido
indol-3-butirico (IBA) 3000 ppm en talco para estimular el enraizamiento. Se
distribuyeron 5 esquejes por maceta de 10 cm de diametro (20 esquejes en total)
con sustrato comercial de enraizamiento Tabaco de Grow Mix® humedecido
(humedad 55-65%; pH 5,00-5,70; densidad sustrato seco: 130-150 Kg/m3;
porosidad Total: 90-95%). Todas las macetas se cubrieron con bolsas de nylon
transparentes para crear el efecto de camara humeda. Los esquejes se
cultivaron bajo condiciones de invernaculo estandar, con irradiancia de luz

natural.

Con el objetivo de permitir el intercambio gaseoso y de reducir la humedad en

forma paulatina, cada 48 horas se realizaron pequenos tajos en las bolsas hasta
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no observar condensacion en su interior. Luego de 15 dias los esquejes
enraizados fueron trasladados a macetas individuales, con sustrato especifico
de trasplante y repique Grow Mix® (humedad 55-60%; pH 5,40-5,90; densidad
sustrato seco: 200-240 Kg/m3; porosidad Total: 85-90%) y cultivados en las

mismas condiciones de invernaculo estandar.
e Micropropagacion in vitro

Los datos obtenidos en los diferentes pasos, se analizaron estadisticamente por
ANOVA y comparacion de medias a través del test de Tukey al 5% de

significancia.
Desinfeccion

Los clones que se utilizaron como plantas madres fueron pretratados con una
solucién antifungica de Carbendazim 0,5 g/l (Mamboreta®) en forma semanal,

durante 21 dias.

Para la introduccion in vitro, se tomaron como explantos segmentos binodales
que fueron desinfectados en forma superficial mediante inmersion y agitacion
suave en una solucién de hipoclorito de sodio (1,2 % de CI- activo) por 15
minutos. Inmediatamente y bajo condiciones de flujo laminar, los explantos
fueron lavados tres veces con agua destilada estéril. Se realizaron dos
introducciones (dos repeticiones) con un n=20 c/u, con una diferencia de tres

dias.
Introduccidn y establecimiento para multiplicacion

En la introduccion del material in vitro se probaron dos concentraciones de medio
de cultivo para evaluar la respuesta de los brotes (numero de brotes, vigor,
longitud). El medio basal semisdlido MS completo (MS 1X) y el mismo medio con
sus macro y micro nutrientes diluidos a la mitad (MS 0,5X). Ambos tratamientos

suplementados con 20 g/l de sacarosa y 7 g/l de agar y libres de reguladores de
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crecimiento. El pH se ajusto6 a 5,8 con KOH. Para cada tratamiento (MS 1Xy MS
0,5X) se sembraron 10 segmentos binodales en sendos tubos de 110x25 mm,
conteniendo 10 ml de medio, tapados con tapones de algodén autoclavados. Se
cultivaron a 25 + 2°C de temperatura y 16:8 h de fotoperiodo (115 pmol x m2x
s™1), durante 45 dias realizando un repique cada 15 dias. El procedimiento
anterior se repitio otra vez a los tres dias, con nuevos explantos provenientes de

la misma planta madre, para obtener dos repeticiones para cada tratamiento.
Introduccion y establecimiento para conservacion

Se utilizé medio basal semisolido MS con sus macro y micro nutrientes diluidos
a la mitad (MS 0,5X), suplementado con 20 g/l de sacarosa y 7 g/l de agar y libres
de reguladores de crecimiento. El pH se ajust6 a 5,8 con KOH. Se sembraron 10
segmentos binodales en tubos de 110x25 mm, conteniendo 10 ml de medio,
tapados con tapones de algodén autoclavados. Se cultivaron a 19 + 1°C de
temperatura y 16:8 h de fotoperiodo (115 pymol x m-2 x s—1), durante 90 dias
realizando un repique cada 45 dias.

Multiplicacion

Los explantos cultivados en MS 1X fueron transferidos al mismo medio base,
pero suplementado con diferentes concentraciones de la citocinina 6-
bencilaminopurina (BAP): 0,0; 2,2; 4,4; 8,8; 17,7 y 22,2 uyM para generar
multibrotacién. Se cultivaron 10 explantos por cada tratamiento, con dos

repeticiones, siguiendo un disefio experimental aleatorizado.
Enraizamiento

Se transfirieron veinte segmentos binodales de aproximadamente 1,5 cm de
longitud, provenientes de cada uno de los tratamientos con BAP a un medio MS
(1X) con y sin el agregado de 2,4 uM acido indol-3-butirico (IBA) para promover
el enraizamiento, bajo las mismas condiciones de cultivo descriptas

anteriormente.
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Aclimatacion

Las raices de las plantulas se lavaron con abundante agua para retirar
remanentes de agar adherido. Luego se sumergieron por 10 segundos en
agitaciéon suave, en una solucion con fungicida Carbendazim 0,5 g/l
(Mamboreta®). Posteriormente las plantulas fueron transferidas a bandejas de
germinacion de 50 alvéolos conteniendo un sustrato de transplante y repique de
Grow Mix® estéril: perlita (1:1) y cubiertas con nylon transparente a manera de
camara humeda. Los primeros 10 dias, permanecieron en la sala de cultivo, para
una aclimatacién moderada, luego se trasladaron al invernaculo por 10 dias mas.
Pasado el periodo de 20 dias en bandejas de germinacién, las plantulas se
transfirieron a macetas individuales de 10 cm de diametro con el mismo sustrato
de transplante Grow Mix®. Se mantuvieron bajo condiciones de invernaculo

estandar, con luz natural, durante 60 dias mas.
Transferencia a campo

Se transfirieron a campo 48 plantas ex vitro de 120 dias, procedentes de los
tratamientos con y sin IBA (24 plantas por tratamiento) con el objetivo de
observar si el agregado de diferentes concentraciones de hormonas produce
cambios en el crecimiento, rendimiento y floracion. La implantacion se realiz6 a
una distancia de 25 cm entre plantas dentro del surco (8 plantas) y 50 cm entre
surco, intercalando los tratamientos (un tratamiento por surco). Para los bordes
se utilizaron plantas control. Se aplicoé riego manual segun requerimientos y se
realizd el desmalezado en forma manual. Periédicamente se midié el diametro y

la altura de la mata (Anexo 4).
Produccioén de biomasa

A cosecha (postfloracion) se estimé la produccién de biomasa aérea en bulk,

para cada tratamiento, por pesada del material fresco y material oreado.
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Rendimiento de aceite esencial

Los aceites esenciales de los tratamientos con y sin IBA se obtuvieron por el
meétodo de hidrodestilacion (Anexo 5) a partir de material vegetal oreado,
utilizando una trampa Clevenger aproximadamente por 2 horas, segun Van
Baren et al. (2010). Se analizaron las partes aéreas de 20 plantas en batch de

cada tratamiento.
Evaluacion de semillas silvestres y ex vitro

Para el analisis exomorfolégico (longitud, ancho, simetria, color, aspecto de la
superficie y longitud hilo-micropilar) las semillas fueron fotografiadas bajo la lupa
y analizadas con software ImageJ®. Los datos se analizaron con ANOVA y
prueba de Tukey. Para ambos grupos, se calcul6 el P1000 y el poder germinativo
(PG) durante 10 dias en material sin escarificar, con 4 repeticiones de 50 semillas
equidistantes por caja de Petri, sobre papel secante humedo (T: 25°C + 1 FP:
16:8h).
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Resultados

En la propagacion de clones in vivo se obtuvo un 80% de eficiencia en el
enraizamiento de los esquejes y un 70% de supervivencia a 30 dias de iniciado
el proceso. Este material sirvio como fuente de explantos para los posteriores

ensayos de micropropagacion.

El protocolo de desinfeccién de los explantos resultdé ser adecuado y no se
observé ningun tipo de contaminacion enddégena. EI 100 % sobrevivié al

procedimiento y pudo establecerse bajo condiciones in vitro.

En la introduccion in vitro de H. multiflora no se observaron diferencias en la
longitud de los brotes entre las concentraciones de medio de cultivo probadas,
pero si en la cantidad de brotes (MS 1X 4,43+0,46; MS 0,5 5,86+0,46 (Test de
Tukey, p<0,05)). Sin embargo, los brotes desarrollados en MS 1X presentaron
un mejor aspecto (color y turgencia), por lo tanto, se seleccioné este tratamiento

para continuar con los ensayos.

Todos los tratamientos con BAP (que estimula la generacion de brotes)
produjeron multibrotaciones a partir de callos de color verde y aspecto nodular,
excepto el de menor concentracion que solo presentdé ensanchamiento de la
base del explanto. La Figura 11 muestra diferentes etapas del desarrollo del

cultivo in vitro de H. multiflora.

Con respecto al protocolo de conservacion, los explantos sobrevivieron sin
inconvenientes, estimandose que se puede alargar el tiempo de repique si se

incorporan 5 ml mas de medio de cultivo.
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Figura 11: segmento binodal cultivado en medio MS suplementado con BAP

(a); conjunto de brotes originados de novo a partir de un callo de 45 dias en
el mismo medio (b); Brotes aislados luego de 60 dias de iniciado el cultivo (c).

Aclimatacion de esquejes (d).

En la Tabla 2 se muestran las tasas de multiplicaciéon (n° de brotes en buen
estado/explanto) en las diferentes concentraciones de BAP evaluadas luego de
45 dias de cultivo. No se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos, excepto con el control.

Tabla 2. Numero de brotes/explanto a 45

dias de cultivo, obtenido en las diferentes
_ concentraciones de BAP aplicadas. Letras

0 2,25+ (0,14) a diferentes indican diferencias significativas
2,2 7,05+ (1,14) b entre las medias (Test de Tukey, p<0,05).
4.4 6,45 + (1,06) b En negrita se resalta el tratamiento
8.8 7,80 £ (1,48) b seleccionado para la multiplicacion in vitro.
17,7 8,60 £ (0,95) b
22,2 8,20+ (1,17)b

La eficiencia de enraizamiento fue del 100% en los tratamientos probados y la

supervivencia a los 45 dias fue del 90% en todos los tratamientos. La Tabla 3
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compara los promedios de las longitudes y del numero de raices desarrolladas
en cada brote, segun los tratamientos con y sin IBA (auxina), en los diferentes
tratamientos con BAP. Se observé que los explantos repicados a un medio con
IBA desarrollaron raices de menor longitud (de 9,15 a 28,10 mm) que aquellos
que no fueron tratados con IBA (29,76 a 63,20 mm). También, en un medio con
IBA, se observd que los brotes provenientes de tratamientos con BAP
presentaron una disminucién en el numero de raices (desde 4 a 8 cuando fueron
tratadas con BAP y 10 sin BAP). Con respecto al ancho, las raices sin IBA fueron
mas angostas (0,34 + 0,5 mm) que las tratadas con IBA (0,74 + 0,5 mm).
Ademas, poseen una tonalidad mas clara respecto de las raices desarrolladas

en los tratamientos conteniendo la auxina (Fig. 12).

Tabla 3. Numero y longitud promedio de las raices adventicias desarrolladas en brotes
provenientes de los tratamientos con BAP, transferidos a medio base MS (1X) con y sin
suplementacion de 2,4 uM IBA. En negrita se muestran las mejores respuestas. Medias con

una letra comun no son significativamente diferentes segun Tukey (p> 0,05). n=50.

Sin IBA Con IBA Sin IBA Con IBA

0 63,20+ (2,83)a 17,63+ (2,52)ab 7,00%(0,54)a 10,00 % (0,94) a
2,2 62,30+ (3,38)a 18,44+ (344)ab 6,78+ (0,36)a 6,33 % (0,75) bc
44 52,86+ (7,76)ab 28,10+ (3,37)b 6,90+ (0,82)a 8,40 % (0,45)b
8,8 4963+ (821)ab  9,15+(221)a 4,50+ (0,73)a 4,20 +(0,65) c
17,7 29,76+ (517)b 19,87 +(3,70)ab 6,70+ (0,96)a 5,00 + (0,63) c
22,2 32,62+(598)b 9,58+ (1,55)ab 540+ (048)a 5,302 (0,54) c
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Figura 12: se observan las diferencias morfolégicas de las raices inducidas en brotes
de H. multiflora cultivados en un medio con o sin el agregado de 2,4 uM de IBA, previo

a la aclimatacién. Coloracién (a) y longitud (b)

La mezcla de Grow Mix® estéril:perlita (1:1) ensayada previamente (datos no
mostrados) resulté adecuada como sustrato de enraizamiento para esta especie

(Fig. 13). ElI 100% de las plantulas prosperaron satisfactoriamente.

Figura 13. Plantines ex vitro
de 60 dias aclimatados bajo

condiciones de invernaculo

El ensayo en el campo experimental se llevo a cabo durante dos afios y medio,
donde se practicaron dos cosechas anuales sélo en el primer afo (Diciembre y
Marzo) con una supervivencia del 90%. Todas las plantas ex vitro se adaptaron
al ambiente del predio experimental y mostraron un aumento del diametro de la
mata durante el periodo vegetativo. Si bien la altura de la mata disminuyé con el
tiempo, esto se debe a que los tallos presentaron un habito de crecimiento
decumbente (Fig. 14). Al momento de la cosecha las plantas presentaron una
altura entre 17 y 24 cm. en promedio. No se observaron diferencias en el

crecimiento entre los tratamientos.

A 2 meses de la implantacion (plantas de 5 meses) todos los individuos

florecieron en forma uniforme y luego semillaron (Figura 15).
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Figura 14: Diametro y altura de la mata durante el periodo vegetativo. En el
tratamiento control se registr6 mayor didmetro de mata que las plantas
multiplicadas con BAP (18,42 vs. 16,47 respectivamente) (Tukey, p<0,05). No
se observaron diferencias significativas en la altura.

Figura 15. Plantas ex vitro en la parcela experimental. Vista general de la parcela (a). Vista

ampliada de un surco (b). Planta en periodo vegetativo a 30 dias de la implantacién (c). Planta

en periodo de floracién a 60 dias de la implantacién (d).

Con respecto a las semillas, tienen forma ovoide, apice redondeado y base
aguda, levemente asimétrica, de color marrén oscuro y superficie areolada (Fig.
16). Las mediciones entre semillas de plantas tratadas con BAP y el control, no
presentaron diferencias significativas en el P1000 (0,013+£0,0004g), PG (60%),
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el hilo basal (0,15 £ 0,02mm), el espesor del tegumento (0,049 + 0,003mm) y la
longitud (1,30 £ 0,06mm). Reaccién de mixocarpia fuerte. Si existen diferencias
en el ancho, en donde la poblacion silvestre presenta un valor menor
(0,56+0,01mm) que las obtenidas en la cosecha de la poblacion ex vitro
(0,60£0,01mm).

Figura 16: Caracterizacion de semillas de H. multiflora. Evaluacion del PG (a). Reaccion de
mixocarpia (b). Tamario (c).

No se observaron diferencias significativas en la produccién de biomasa de la
parte aérea de plantas tratadas y no tratadas con BAP, siendo de 1,77+0,64 g
peso fresco y 1,13£0,63 g peso oreado, en promedio. Por ultimo, las plantas
control y las tratadas con BAP presentaron un porcentaje en aceite esencial de
0,46 % y 0,57% respectivamente.
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Discusion

El desarrollo de los protocolos fue satisfactorio. Se evalué a un unico clon a fin
de ajustar dicho procedimiento y cerrar el ciclo de propagacion, que puede ser

aplicado a un ejemplar con caracteristicas de interés en el futuro.

Los valores de la tasa de multiplicacién, no presentaron diferencias significativas
entre tratamientos, excepto con el control, por lo que se tomd el tratamiento de
menor concentracion de citocinina (2,2 yM) para continuar con los ensayos y
disminuir los costos. Este valor de multiplicacién de 7,05 + (1,14) es similar al
reportado por Koroch et al. (1997), quienes utilizaron MS 0.5X con 22.20 uM de
BAP, y también, un poco superior al obtenido por Diaz Gabutti et al. (2018),
quienes utilizaron diferentes combinaciones de acido naftalenacético (ANA) y
BAP. Sin embargo, en resultados anteriores reportados por la misma autora
(Diaz Gabutti et al., 2016), las plantas se mantuvieron mas tiempo en fase de
establecimiento, y al alargar el tiempo de subcultivo obtuvieron hasta 32.5 brotes
por explanto. Este resultado es similar al obtenido en ensayos previos (datos no
mostrados), aunque el material en esas condiciones presento vitrificacion y no
sobrevivieron al proceso de enraizamiento. Se destaca que tanto en este trabajo
como en el de Diaz Gabutti et al (2018), aunque se utilizaron diferentes
reguladores, no se observaron diferencias significativas para el numero de
brotes. También la organogénesis resulté indirecta en alguno de los
tratamientos, dado por la concentracion de citocinina. En este trabajo, fue
evidente que la concentracion de BAP es proporcional a la formacién de callos,
el valor mas bajo fue suficiente para generar muchos brotes en un explanto mas

elongado, sin necesariamente pasar por la formacion de un callo.

Con respecto a las raices, se registré una disminucion en la longitud de las raices
a medida que se incrementa la concentracion de BAP, lo que podria atribuirse a
efectos residuales de la citocinina en el brote. También se observé que sobre el
medio base probado (MS 1X), la concentracion de IBA evaluada no favorecié la

elongacién de raices adventicias. Son muy evidentes las diferencias que se
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observan en la longitud de las raices con y sin el agregado de IBA,
independientemente del tratamiento de BAP de origen. Estos resultados sobre
sobre la longitud de las raices coinciden con los reportados para Nothofagus
glauca por Uribe et al. (2012) y para Ugni molinae por Rodriguez Beraud et al.
(2015). No obstante, a pesar de las diferencias observadas (longitud, diametro,
desarrollo de pelos adsorbentes, color) la aclimatacion, la posterior implantacion,
y el comportamiento a campo confirma la funcionalidad de las raices adventicias
desarrolladas en todos los tratamientos. Segun estos resultados, no es necesario
el aporte extra de auxinas (IBA) para el desarrollo radicular in vitro, y con bajas
concentraciones de citocinina (BAP) es suficiente para la generacion de
multibrotacion. Esto permite trabajar con un protocolo mas econémico si se tiene
en cuenta que el medio MS 1X sélo fue seleccionado por el aspecto del explanto,
pero que no registrd diferencia en la introduccion cuando se evaluoé el MS a la

mitad.

La aclimatacion resulté efectiva, la supervivencia fue superior al 20% reportado
por Diaz Gabutti et al. (2018) después de la quinta semana de supervivencia,
siendo del 90% en nuestro ensayo. Ademas, el 90 % de las plantulas
implantadas cumplieron su ciclo de vida en los dos afios y medio de evaluacién

a campo.

Vale destacar que, si bien las plantas a campo se adaptaron muy bien, el espacio
entre ellas resultdé muy amplio, por lo que se ajustara el marco de implantacion

para futuros ensayos.

Finalmente, los resultados al comparar las semillas silvestres con las obtenidas
de las plantas ex vitro, muestran que pueden utilizarse para la siembra, sin
importar la metodologia ni el origen de las plantas madres. Esto garantiza su
reproduccién y la supervivencia de plantines destinados a su domesticacién y
aporta a proyectos de conservacién para este recurso. Con respecto al PG
obtenido, es un poco inferior al 72% reportado por Suarez et al. (2000), aunque
las condiciones de temperatura fueron diferentes. En dicho ensayo, fue de 30°C

en los periodos de luz y de 20°C en oscuridad y se evaluaron por 18 dias. En
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cuanto a la diferencia en el ancho de las semillas, puede deberse a que las
plantas cultivadas en el ensayo, tuvieron riego, por lo tanto, mayor cantidad de

reserva.
Conclusiones

e Se completd eficazmente tanto el ciclo de propagacion in vivo como ex

vitro de H. multiflora.

e El protocolo de conservacion resultd apropiado y con las caracteristicas
evaluadas, estaria en condiciones de incorporarla en un banco in vitroy

posterior reintroduccion en su ambiente natural.

e La organogénesis observada fue de naturaleza indirecta, a través de un
callo, por lo que el protocolo de propagacion aplicado podria llegar a ser
fuente de variabilidad si se incrementa la concentracion de citocinina. Este
procedimiento podria aprovecharse para restaurar su ambiente dafado,
Su conservacion en bancos in vitro y para la produccion y evaluacion de

metabolitos secundarios.

e A pesar de las diferencias observadas in vitro, las concentraciones de
BAP o de IBA evaluadas no modificaron el crecimiento de las plantas a
campo. Por lo tanto, la utilizacién de estas hormonas con el objetivo de
aumentar la cantidad de plantulas a partir de un clon, resulté efectiva. No
hay diferencias en el desempefio de las plantas tratadas, es decir, en su
crecimiento, floracion uniforme, produccion de semillas, poder germinativo

y rendimiento de aceites esenciales. Todas cumplieron un ciclo bianual.

e Se logrd satisfactoriamente la implantacion a campo de las plantas ex
vitro, con un 90 % de supervivencia. Los datos obtenidos del cultivo inician

el proceso para establecer un banco a campo.
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e La biomasa puede incrementarse en menor tiempo con esta metodologia

y contribuir a la produccion de aceites esenciales en mayor escala.

e EI PG en las semillas silvestres y las obtenidas de plantas tratadas son
muy similares, esto indica que, mediante la metodologia propuesta, podria
generarse en menor tiempo, una mayor cantidad, que abastezca bancos
de germoplasma o0 a pequefos productores del sector de plantas

aromaticas y medicinales.

e Los datos de las semillas permitiran establecer diferencias en las
diferentes poblaciones. Ademas, se ha iniciado el proceso de evaluacion
del comportamiento de la semilla para su almacenaje y conservacion en

banco de germoplasma.
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Conclusiones generales

La unién de varias disciplinas de la Biologia y las Ciencias de la Tierra, los SIG,
la disponibilidad de bases de datos de distribucion de especies y el desarrollo de
algoritmos, permiten la generacién de modelos de prediccion para determinar la

distribucion de las especies (Guisan & Zimmermann, 2000; Thomas et al., 2004).

Por primera vez se realizd una aproximaciéon del estado de vulnerabilidad
ambiental en esta especie mediante MNE. Los resultados sugieren que habria
un aumento general en la idoneidad del habitat para esta especie, pero estas
areas estan altamente modificadas por diferentes actividades humanas como la
ganaderia, la agricultura, el aumento de los limites inmobiliarios, los incendios y
la industria que podrian limitar la colonizacion y el establecimiento de H.
muiltiflora en nuevos habitats. Por otro lado, estas nuevas areas podrian utilizarse
para el establecimiento de cultivos controlados que permitan disminuir la presion

en poblaciones naturales.

Paralelamente a la identificacion de su estado de vulnerabilidad, es necesaria
una propuesta de conservacién para esta especie. Dentro de un contexto
productivo, la biotecnologia ha constituido una herramienta interesante para la
agricultura y para diferentes industrias, y ha colaborado en la generacién de
bienes y servicios. Existen progresos en el desarrollo de protocolos de
propagaciéon in vitro en esta especie. Esto resulta una herramienta util en
programas de preservacion y mejoramiento de este germoplasma nativo, debido
a sus multiples ventajas y, ademas, permite acortar el tiempo necesario para el
desarrollo de nuevas variedades. Pero se necesita mas investigacion para
desarrollar mejoras en diversidad, propagacion, cultivo y mejoramiento genético,

que permitan su produccion de forma sustentable.

Para el protocolo de cultivo in vitro pudo ajustarse un protocolo de desinfeccion,
introduccidn, propagacién y aclimatacion para la especie. Actualmente no hay

registro de un protocolo de conservacion, siendo el presentado en este trabajo
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un pionero en esta especie. Esto es importante para la generacion de un banco
de cultivo para su conservacion y posterior reintroduccidon en su ambiente

natural.

Con respecto al protocolo de multiplicacion, los valores obtenidos son
prometedores, y coinciden con los resultados de otros investigadores que han
hecho introducciones in vitro en esta especie utilizando otros medios de cultivo
y otras combinaciones de hormonas (Koroch et al. 1997; Brunetti et al. 2007;
Brunetti 2008). Este protocolo puede modificarse para las necesidades dentro de

un banco de germoplasma, multiplicacion clonal o generacién de variabilidad.

Se establecié un protocolo de aclimatacion y rusticacion fundamentales para la

regeneracion de la plantula.

También se determind el criterio para establecer un banco a campo para posible

abastecimiento a pequefos productores.

Se defini6 un protocolo de germinacion, indispensable para abordar su

conservacion en banco de germoplasma.

Se inici6 el protocolo de comportamiento de la semilla para establecer si es

ortodoxa o recalcitrante.
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Perspectivas

e La multiplicacidn in vitro permitira incrementar la biomasa de esta especie
en condiciones controladas y la comercializacion de genotipos selectos.
Bajo este aspecto, H. multiflora podria ser considerada para encarar
estudios que incrementen su valor mediante estas técnicas, facilitando el
proceso de introduccién al cultivo y su domesticacién. Esto aumentaria
las alternativas de desarrollo en diferentes industrias. Podria certificarse
la calidad uniforme de la cosecha requerida por las empresas que los
utilicen en el ramo de la perfumeria, cosmética, aromaterapia,
farmacéutica, etc., con la obtencion de material genético estable vy
garantizado. Dentro de la biocosmética, la inclusion de aceites esenciales,
oleoresinas y extractos en la formulacion de una fragancia, aumentan los
atributos que le confieren una mayor cotizaciéon en el mercado de los

perfumes.

e Este trabajo podria apoyar el desarrollo de pequeios productores en la
introduccion a cultivo de esta especie. Es necesario planificar propuestas
responsables con el ambiente y con las comunidades, que valoricen los
conocimientos de los recolectores, que tengan en cuenta el contexto
social, que defiendan la identidad regional, es decir, una transformacion
sistémica de la regién de acuerdo con los principios de desarrollo

sustentable.

e Se espera terminar de establecer los datos y mediciones que se asocian
a la identidad y posibilidad de uso de cada accesién (ej % de AE, su
estabilidad segun el clima, el suelo, etc.) datos agrondmicos, morfoldgicos

para poder definir el uso medicinal o uso aromatico.

e Se espera lograr la reduccién del impacto negativo que genera la
sobreexplotacidén de esta especie nativa y colaborar en la reduccion de su

erosion genética.
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e Se espera realizar la caracterizacion mediante marcadores moleculares
de las poblaciones para comprobar la estabilidad genética de los ciclos de

multiplicacion y para su comparacion con la planta madre.

e Finalmente, crear nexos con escuelas, ONGs y recolectores mediante
talleres y cursos para difundir la importancia de reconocer las especies

nativas de las diferentes regiones y la importancia de su conservacion.
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Anexos

Anexo 1 Fotografias de la toma de datos in situ

Hierbas aroandose bajo techo Hierbas en el suelo, secandose al

aire libre
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Anexo 2 Fragmento entrevista a recolector

A los fines de hacer una interpretacion tedrica de la situacion del sector,

trascribimos la entrevista a un recolector de hierbas:

...“Y en esta dos carguitas debe haber cerca de los 30 kilos, porque he ido a

buscar al hombro, no he ido a caballo. Cuando voy en el caballo traigo 80 kilos.

Nosotros nos ubicamos sobre un camino que tengo para ir, por el medio del
campo, del campo de mi abuelo. Y de ahi, tenemos para ir, distintos senderos:
dentro de la Quebrada del Ojo de Agua, para el lado de Bernardo Gallardo, para

el Pantano Blanco, o La Loma del Peje.

De aca hay una hora y media a caballo, caminando hay un poco mas... y
después hay que dejar el caballo en el bajo, en el medio de la quebrada y

tenemos que subir las laderas a juntar y recolectar todos los yuyos.

Por ejemplo, uno que no tiene sueldo, nos pagan 10 pesos, nos paguen 20... a
mi me sirve, a nosotros nos pagan muy poco, pero el que lo compra, lo procesa,

lo clasifica, le pagan mas... el juntador... es el que menos gana, digamos.

Lo que me ha ensefado, he aprendido a trabajar y a respetarla y también lo mas
lindo, lo mas importante que me ha dado es muy mucha salud y energia. Por
cada lugar que paso, no me canso... No me cansa ir todo el dia a la sierra... yo
voy todos los dias... El dia que no voy es como que estoy incomodo. A veces
uno no esta bien, y una va para alla, para la tierra azul, para el comedero azul...

y va para alla y uno vuelve re contento...no sé le cambea no sé... “

(Extraida del Documental en proceso del proyecto cinekinesis del taller de
introduccion a la realizacion audiovisual “Cronicas de oficios” de biblioteca
popular de Travesia Pcia. de Cérdoba sobre la historia de los yuyos y la vida de

los recolectores en la localidad, 2017).
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Anexo 3 Estudio del suelo

LabIS : : I“‘I‘A

LABORATORIO del INSTITUTO DE SUELOS
Anmnilisis Quimico de Suelo

Muestra extraida por: PATRICIA PERALTA
N* de laboratorio 68704
Identificacién original
SALINIDAD

[Conduc. eléc. mS/cm mS . cm 0,31

H20 de saturacion Y vip 41,2

pH 1:2.5 agua unid pH 8,07

pH 1:2.5 CaCI2 0,01M unid pH 7,38

pH 1:2.5 KCL IM unid pH 7,13

FERTILIDAD

Materia Orginica % Yo pip 2,08

(Carbono Orginico % % plp 1,21

Nitrigeno Orginico %% Y p/p 0,11

Relacion C/N sfu 11,0

Fasforo asimilable (Olsen) mg/kg 17,2

COMPLEJO DE INTERCAMBIO

(Calcio cmol/kg

Magnesio cmol/kg 2,1

Sodio cmol/kg 0,8
r!;‘masin emol/kg 0,9

Suma cationes (S) cmol’kg

(CIC(T) cmolkg 12,9

Saturacién (V) Yo

PSI % 6,2

(CaCO3 % -
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Anexo 4 Fotografias del trabajo in vitro

Brotes originados de un callo, colocados en  Aclimatacién de plantulas en sala de cultivo,

los diferentes tratamientos previo a la implantacién a campo

Trabajo de mantenimiento de plantulas en Implantacion en el campo experimental del

invernaculo IRB, INTA Castelar
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Anexo 5 Hidrodestilacion

Fragmento tomado de “Farmacopea Argentina Septima edicién” (2017).

La determinacion de aceites esenciales en vegetales se lleva a cabo mediante
extraccion por arrastre con vapor de agua en un aparato apropiado en las

condiciones que se detallan a continuacion.

El aceite esencial es recolectado en un tubo graduado empleando xileno para

fijarlo, mientras que el agua retorna al balén de extraccion.

Aparato (ver Figura 1) - Consta de un balén con cuello corto esmerilado cuyo

didmetro maximo interno es de 29 mm y de un condensado con junta esmerilada.

Las diferentes partes de este condensador estan construidas en una sola pieza
de vidrio de bajo coeficiente de expansién. El tapén K’ tiene una abertura y el
tubo K posee un orificio de 1 mm de diametro, el cual coincide con la ubicacion
de la abertura del tapon. El extremo final del tubo K es esmerilado y tiene un
diametro interno de 10 mm; un tubo en forma de pera J de 3 ml de capacidad;
un tubo JL graduado en 0,01 ml; un tubo en forma de bulbo de aproximadamente
2 ml de capacidad y una valvula de tres vias M. La union B se encuentra a 20

mm de la graduacion maxima superior.

El aparato posee un dispositivo apropiado para ser calentado.

Procedimiento - Llevar a cabo el ensayo de acuerdo con la naturaleza de la droga
a ser examinada. Transferir al balén el volumen de liquido indicado en la
monografia correspondiente, agregar algunos trozos de plato poroso y colocar el
condensador. Introducir agua a través del tubo de llenado N hasta el nivel B.
Quitar el tapdn K’ y transferir la cantidad indicada de xileno empleando una pipeta
con su extremo en la parte inferior del tubo K. Colocar el tapon K’ asegurandose

que los orificios de K y K’ coincidan entre si. Calentar el liquido en el balén hasta
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ebulliciéon y ajustar la velocidad de extraccién a aproximadamente 2 ml por
minuto, a menos que se especifique de otro modo en la monografia

correspondiente.

Para determinar la velocidad de extraccién, disminuir el nivel de agua por medio
de la valvula de tres vias hasta que el menisco se encuentre en la marca inferior
a (ver Figura 2). Cerrar la valvula y medir el tiempo que toma el liquido en
alcanzar la marca superior b. Abrir la valvula y continuar con la extraccion,
modificando el calentamiento para regular la velocidad de extraccion. Extraer
durante 30 minutos. Detener el calentamiento y leer el volumen de xileno en el

tubo graduado después de por lo menos 10 minutos.

Figura 2.

Transferir el balén la cantidad de muestra especificada en la monografia
correspondiente y continuar la extraccidn como se ha descripto anteriormente en
tiempo y velocidad segun se indique. Detener el calentamiento y después de 10
minutos leer el volumen de liquido recolectado en el tubo graduado y restarle el
volumen de xileno anteriormente medido. Calcular el resultado en ml por cada

100 g de droga.
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Balones cargados con material vegetal, sobre manto eléctrico

(a), decantacién en ampolla (b) y filtrado (c)

Vista general del equipo de hidrodestilacion (a), separacion de la fase volatil de la no volatil (b) y
AE marcado dentro del recuadro (c).
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