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— RESUMEN

Hyptis australis Epl. es una hierba
endémica de la Provincia de Misiones cuyo
estado de conservacion estd gravemente
comprometido dada la pérdida del ambien-
te, su restringida distribucion y escases de
informacion sobre su reproduccion por se-
millas. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el tipo de fotoblastismo que poseen
las semillas de H. australis, asi como cual
es el sustrato mas apropiado para la germi-
nacion y realizar una descripcion del proce-
so fisioldgico y morfoldgico de plantulas.
Para esto se colectaron ramas fructiferas
en el afio 2017 y se instalaron dos ensayos,
uno considerando la presencia o ausencia
de luz durante el proceso germinativo, y
otro con tres tipos de sustratos (tierra de
monte, corteza de pino y arena), a fin de
determinar bajo qué condiciones geminan.
Los resultados determinaron que las semi-
llas son fotoblasticas positivas, por lo tanto
necesitan permanecer en la superficie para
germinar, consecuentemente el tipo de sus-
trato no afecta el proceso morfogénico. La
germinacion es epigea y se inicia dos dias
después de la siembra, bajo condiciones de
oscuridad las plantulas desarrollan largos
hipocotilo y cotiledones pequefios.
Palabras clave: endémica, germinacion,
sustrato, fotoblastismo
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INTRODUCCION

bas, arbustos y ocasionalmente arboles y lianas pro-

vistas de glandulas secretoras de aceites esenciales
(ORFILA y FARINA 1996; FERNANDEZ-ALONSO y
RIVERA-DIAZ 2006). Esta compuesta por unos 236 géne-
ros y aproximadamente 7176 especies que se distribuyen en
ambos hemisferios (HARLEY et al., 2004). En la Argentina
se encuentra representada por 31 géneros y 112 especies de
las cuales tres son endémicas (ZULOAGA y BELGRANO
2015), las mismas se distribuyen en todas las regiones geo-
graficas, pero principalmente en zonas templadas a célidas
(EPLING 1949).

Hyptis Jacq. es uno de los géneros que habitan en la
Argentina, representado por 11 especies (O’LEARY, 2015),
entre las cuales se encuentra H. australis, considerada endé-
mica de la Provincia de Misiones (KELLER y TRESSENS
2016). Se trata de una hierba perenne de 30-50 cm de alto
(EPLING 1949), cuyas flores se disponen en inflorescencias
axilares y las unidades de dispersion son frutos conocidos
como nuculas (EPLING 1949; SCANDALIARIS 2017). Es
una especie que podria estar en peligro de extincion dada su
escaza distribucion y por la pérdida del ambiente especifico
en el que crece (KELLER y TRESSENS 2016). Actualmen-
te no integra la lista de especies con propiedades medicina-
les, sin embargo en el género Hyptis existen especies que
son reconocidas mundialmente como aromaticas, medici-
nales y alimenticias (NOVOA et al., 2005; GHAFFARI et
al, 2014). Asimismo, en varias especies de Hyptis se han
identificado compuestos quimicos de importancia medicinal
(FALCAO y MENEZES 2003), dado que tienen un efecto
antimicrobiano y antioxidante (TAFURT GARCIA et al.,
2014).

L a familia de las Lamiaceae esta constituida por hier-

De acuerdo con los antecedentes del género, H.
australis también podria contener alguna propiedad medi-
cinal. Consecuentemente este aspecto, mas el hecho que es
endémica, acentua la necesidad de generar estrategias de
conservacion. Por ello resulta imprescindible conocer la
morfologia de la plantula asi como su fisiologia reproducti-
va. Por otro lado, existe un escaso conocimiento acerca del
proceso germinativo de esta especie, asi como cuales son
las condiciones mas apropiadas para obtener plantas desde
semillas.

La germinacion de las semillas es un proceso que
estd regulado por factores internos y externos, que dependen
de la sefializacion de Giberelinas, dado que estimula la divi-
sion celular y regula el crecimiento en respuesta a la luz o la
oscuridad (GUPTA y CHAKRABARTY 2013). De acuerdo
a cudl es la respuesta de germinacion frente a presencia o
ausencia de luz, las semillas pueden ser fotoblasticas posi-
tivas, negativas y no fotoblasticas (PIEDRAHITA 1997).
El fotoblastismo es el término acufiado para la germinacion
dependiente del fitocromo (FIGUEROA y VAZQUEZ YA-
NES 2002).

Ademas de las condiciones de luz, el sustrato es
otro factor relevante en la germinacion de semillas a tal
punto que puede afectar la sobrevivencia de las plantulas.
Por lo tanto, si el sustrato donde se colocan las semillas no
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brinda las condiciones 6ptimas para la germinacion y super-
vivencia de las plantulas, éstas estan destinadas a perecer
(DUARTE et al., 2019).

Dada la importancia ecoldgica, el posible potencial
medicinal y la escases de informacion de H. australis, se
plantea como objetivos de este estudio, conocer el tipo de
fotoblastismo que presenta la semilla y determinar cual es
el sustrato dptimo para la germinacion, y realizar una des-
cripcion del proceso germinativo y de la morfologia de las
plantulas de la especie bajo estudio.

MATERIALES Y METODOS

Cosecha de las nuculas

Durante el mes de abril del afio 2017 se colectaron
frutos de H. australis del Parque Provincial Teyt Cuaré (27°
16°43,9” Sy 55° 33°44,9” O), ubicado en la Localidad de
San Ignacio (Misiones, Argentina). Posterior a la cosecha,
las ramas fructiferas con frutos maduros, se colocaron en
bolsas de papel y polietileno para su almacenamiento en he-
ladera durante 12 meses, hasta la obtencion de las nuculas
que fueron utilizadas en el ensayo.

Experimento para determinar el fotoblastismo en las se-
millas de H. australis

Las nuculas se colocaron en un sobre de papel fil-
tro y fueron lavadas con una solucién de lavandina (25 g
de Cloro por litro) en una concentracion del 10% durante
10 minutos y posteriormente se enjuagaron tres veces con
agua corriente. Luego de la desinfeccion, las nuculas fue-
ron colocadas en cajas de Petri de 5,5 cm de diametro, que
contenian papel absorbente humedecido con agua corriente.
Para evaluar la germinacion bajo condiciones de luz, 4 cajas
de Petri con 25 semillas cada una, fueron expuestas a con-
diciones de luz en un periodo de 16 horas luz, en tanto que
para evaluar el proceso morfogénico en oscuridad, las cajas
de Petri (4 con 25 semillas) fueron recubiertas con papel
aluminio. Ambos tratamientos fueron incubados en una ca-
mara con condiciones controladas de luz (116 pmol.m? s,
PAR, fotoperiodo 16 horas) y temperatura (27 + 2°C). Las
condiciones ambientales de la camara se controlaron em-
pleando un termometro de mercurio y una barra medidora
de Iuz (modelo 2017).

Durante los 30 dias que transcurri6 el ensayo no
se agrego agua a las cajas de Petri y al finalizar este periodo
las variables analizadas fueron la Capacidad Germinativa
(CG), i

CG (%) =X 100  (BALOCCHI et al., 1998)

Donde CG es porcentaje de germinacion, G el ni-
mero total de semillas germinadas y N - numero total de
semillas cultivas o sembradas.

Y la Germinacion Relativa a la Luz (GRL),

GL

GRL (%) = (GO+GL)

(FUNES et al., 2009)

Donde GL es el porcentaje de geminacion en luz 'y
GO es el porcentaje de germinacion en oscuridad. Los valo-
res pueden variar de 0 a 1, estos valores indican que germina
solo en oscuridad (0) o solo en presencia de luz (1).
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Experimento en diferentes sustratos

Para estudiar el proceso germinativo en diferentes
sustratos, se procedio a colocar 100 nuculas (25 por repeti-
cion), sin ninguna desinfeccion, en 4 recipientes herméticos
de plasticos de 8 cm de diametro que contenian, corteza de
pino, tierra de monte y arena, todos humedecidos con agua.
Las muestras con las semillas fueron colocadas también en
las condiciones de luz y temperatura controlada antes men-
cionada, se realizo un registro diario de la cantidad de semi-
llas germinadas, considerando como tal a las semillas que
emitian la radicula (pequefia protuberancia de color blanco)
y una vez que se observo un numero constante, se dio por
finalizado el ensayo y se procedi6 a determinar la CG, el
tiempo medio de germinacion y el indice de velocidad de
germinacion.

El Tiempo Medio de Germinacion (TMG) se esti-
moé empleando la siguiente formula,

FDwen
Tnt

Donde, D es el numero de dias registrados desde
el comienzo de la germinacion, n es el nimero de semillas
germinadas en el dia D y nt es numero total de semillas
sembradas.

El indice de Velocidad de Germinacion (IVG) se
estimo con la siguiente expresion,

TMG(dias) = (BEWLEY y BLACK 1994)

VG (semillas germinadas/dia) = Z” % (MAGUIRE 1962)
n=1""

Donde, Gi es el numero de semillas germinadas y
Ni la cantidad de dias en el cual germinaron.

Disefio estadistico

El disefio utilizado fue completamente aleatoriza-
do con cuatro repeticiones de 25 semillas cada uno. Los da-
tos de las variables del ensayo de fotoblastismo fueron ana-
lizados a través del Test t y los del experimento de sustratos
por medio de un andlisis no paramétrico (Kruskal Wallis),
en ambos casos se empled un nivel de significancia de 5%.
El procesamiento de los datos fue realizado empleando el
software INFOSTAT (DI RIENZO et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la luz sobre la germinacion de semillas de H.
australis

Las semillas de H. australis bajo condiciones de
luz alcanzaron un 34 £ 2,31% de CG, mientras que en oscu-
ridad solo fue del 8 = 5,65%, manifestando diferencias sig-
nificativas (Grafico 1). Consecuentemente el valor del GRL
fue de 0,81, por lo tanto, se puede decir que las semillas
de esta especie tienen un comportamiento de fotoblastismo
positivo, fenomeno que ya habia sido observado en otras
especies del género Hyptis (DOS SANTOS NETO et al.,
2008; SALES et al., 2011).
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Griéfico 1. Efecto de la luz sobre la CG de H. australis.
Letras distintas indican diferencias significativas de
acuerdo al Test T (P> 0,05).
Graph 1. Effect of light on the GC of H. australis. Diffe-
rent letters indicate notable significant differences ac-
cording to Test T (P> 0,05)

Este comportamiento en las plantas que poseen se-
millas pequefias y ademas requieren de luz para germinar,
es una estrategia de adaptacion adquirida por estas especies
para crecer en ambientes abiertos, con alta radiacion solar
(CORREDOR et al., 2015). En las semillas fotoblasticas
positivas el porcentaje de germinacion varia considerable-
mente de acuerdo con el grado de irradiacion (ESCOBAR
y CARDOSO 2015), por lo tanto, es posible la germinacion
de éstas cuando permanecen en la superficie del suelo (CO-
RREDOR et al., 2015).

En cuanto al aspecto y calidad de las plantulas que
germinaron en condiciones de luz y oscuridad, se pudo ob-
servar que aquellas bajo tratamiento de luz desarrollaron
hipocotilos cortos y cotiledones con una coloracion verde
oscuro (Figura 1 A), en tanto que las del tratamiento de os-
curidad desarrollaron hipocétilos largos, cotiledones mas
pequefios y de coloracion verde mas claro (Figura 1 B).

Efecto del tipo de sustrato en la germinacion de H. aus-
tralis

La CG de H. australis en los diferentes sustratos
vari6 de 20 a 37% aunque sin diferencias significativas. Asi-
mismo, el proceso germinativo se inicio dos dias después
de la siembra en todos los sustratos evaluados, demarcando
una velocidad y tiempo medio de germinacion similar en los
diferentes tratamientos y por ende sin diferencias significa-
tivas (Tabla 1). Estos resultados demuestran que el proceso
germinativo en H. australis es indiferente al tipo de sustra-
to, contrario a lo observado por ALVAREZ ALARCON y
RICO ACOSTA (2018) en Ocimum basilicum L., quienes
observaron, que la arena manifesto la menor capacidad ger-
minativa. Sin embargo, seglin las normas ISTA (2016), el
sustrato recomendado para estudios de germinacion es la
arena.
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Figura 1. Plantulas de H. australis germinadas bajo condiciones de luz (A) y en oscuridad, indicadas por las fle-

chas (B), después de 30 dias. La barra negra indica 1 cm.

Figure 1. H. australis seedlings germinated under light (A) and dark conditions, indicated by arrows (B), after 30

days. The black bar indicates 1 cm.

Tabla 1. Resultados de las variables en los distintos sustratos

Table 1. Results for variables on different substrates

Sustrato CG (%)

™G VG

Corteza de pino 23+11,48a

Tierra de monte 37422943

Arena 20+£11,77 a

382=+0,12a 1,67+0.,89 a

3.66 0,642 2.58+1.28a

397+0.39a 1,44 +093 a

Valores medios + el desvio estindar (DE) con un n=25. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P
<0,05 Test de Kruskal Wallis). CG: Capacidad germinativa. IVG: Indice de velocidad de germinacion. TMG: Tiempo medio de

germinacion.

Para que se promueva la geminacion es necesario
que las condiciones ambientales y el sustrato sean los opti-
mos, (BEWLEY y BLACK 1994).

Por otro lado, las calidades de las plantulas en los
diferentes sustratos fueron relativamente muy similares.
No obstante esto ultimo las plantas del tratamiento tierra
de monte mostraron un aspecto mas vigoroso a medida que
trascurri6 el tiempo (Figura 2 A), lo cual pudo deberse a
que este sustrato presentaba restos de vegetales en descom-
posicion por lo que podria contener mas nutrientes que los
otros dos (Figura 2 B y C), facilitando el crecimiento de las
plantas.

Las condiciones ambientales que presenta el area
donde se encuentran las semillas para germinar, son factores
relativamente importantes, dado que esas condiciones son
las mismas a las cuales la planta debe adaptarse para per-

manecer en el area (DONOHUE et al., 2005). Por lo tanto,
es de suma importancia conocer cuéles son las condiciones
de luz y sustrato que requieren las semillas para germinar,
dado que son factores que pueden limitar la supervivencia
de la especie en el ecosistema (CORREDOR et al., 2015;
DUARTE et al., 2019).
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Figura 2. Efecto del sustrato sobre la germinaciéon. Plintulas germinadas en tierra de monte (A), en corteza de pino

(B) y en Arena (C). La barra negra indica 2 cm.

Figure 2. Effect of the substrate on germination. Seedlings germinated in rainforest soil (A), in pine bark (B) and in

sand (C). The black bar indicates 2 cm.

Descripcién del proceso germinativo de H. australis

Las nuculas de H. australis son extremadamente
pequeiias (1,2-1,3 x 0,7-0,9 mm) ligeramente asimétricas
de color marron rojizo oscuro a negras (SCANDALIARIS
2017). En condiciones de luz y humedad emiten la radicula
dos dias después de la siembra y los cotiledones emergen
por encima del sustrato los préoximos dos dias después del
inicio de la germinacion. La germinacién es epigea y los
cotiledones son inicialmente oblongos y finalizado el creci-
miento, éste adquiere una forma reniforme. EI hipocétilo es
cilindrico y la raiz embrionaria inicialmente es dominante
(Figura 3) pero a partir del tercer dia se ramifica y poste-
riormente se originan otras raices adventicias que al cabo
de varias semanas forman una cabellera. A partir del cuarto
o quinto dia, e inmediatamente después de los cotiledones,
aparecen los nomdfilos. El proceso germinativo observado
en H. australis es igual al registrado en otras especies de
Hyptis (VUADEN et al., 2005).

Contar con estudios basicos de la morfologia de las

Ve > o 0

plantulas y fisiologia de la germinacion son altamente rele-
vantes para generar estrategias de manejo y conservacion
de especies en peligro (LOVEY et al., 2010; ORANTES
GARCIA et al, 2019). Ademas facilitan el reconocimiento
en campo (LOVEY et al., 2010) y brindan informacion so-
bre el ciclo bioldgico de la especie (VUADEN et al., 2005).
Por lo tanto los resultados de este estudio brindan valiosa
informacion de H. australis que podran ser utilizados para
la identificacion y conservacion de la misma (DA COSTA
etal., 2014; SANCHEZ et al., 2015).

»

Figura 3. Proceso germinativo de H. australis desde la emergencia de la radicula hasta la plantula comprendido en

un periodo de 3 dias. La barra negra indica 1 mm.

Figure 3. Germination process of H. australis from emergence of the radicle to the seedling within a period of 3 days

The black bar indicates 1 mm.
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CONCLUSION

Las semillas de H. australis son fotoblasticas po-
sitivas y la capacidad germinativa es indiferente al tipo de
sustrato. Es entonces fundamental la presencia de luz y que
las semillas permanezcan en la superficie del sustrato para
lograr la germinacion en esta especie. La germinacion es
epigea dado que los cotiledones emergen por encima del
sustrato y el proceso germinativo puede durar de 8 a 30
dias. Las plantulas son relativamente pequefias con cotile-
dones reniformes y los primeros nomofilos se desarrollan a
partir del cuarto o quinto dia después del inicio de la ger-
minacion. En condiciones de oscuridad la germinacion es
relativamente baja y las plantulas desarrollan largos hipo-
cotilos.
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