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DORMICION FisicA EN LEPECHINIA FLORIBUNDA (LAMIACEAE): UN

ARBUSTO NATIVO DE INTERES MEDICINAL

LORENA ASHWORTH"™, JULIA CAMINA'y GUILLERMO FUNES'?

Summary: Physical seed dormancy in Lepechinia floribunda (Lamiaceae): a medicinal native shrub.
Lepechinia floribunda is an aromatic and medicinal shrub with multiple uses. The low germination of its
seeds is the main limiting trait for propagation. The goal of this study was to test the presence of physical
seed dormancy in L. floribunda and to assess the effectiveness of time of storage and different pre-
germination treatments in order to overcome such dormancy. We conducted an imbibition experiment
and tested germination in seeds stored for 0, 90, 270, and 1050 days, which were subjected to pre-
treatments of thermal (water at 100°C) and chemical scarification (sulphuric acid). Seeds of L. floribunda
have physical dormancy, and the most effective treatment to break it was sulphuric acid, surpassing
70% of germination. Time of storage did not affect the state of dormancy, and the viability of seeds was
maintained high for at least 3 years. Results from this study will help to establish strategies of sexual
propagation of this native useful plant species.

Key words: Chemical scarification, Lamiaceae, Lepechinia floribunda, seed dormancy, seed germination,
seed imbibition.

Resumen: Lepechinia floribunda es un arbusto aromatico medicinal que tiene multiples aplicaciones.
La baja germinacion de sus semillas es el principal rasgo que hasta el momento ha limitado su
propagacion. El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de dormicién fisica en semillas
de L. floribunda y evaluar la eficiencia de distintos pretratamientos y el tiempo de almacenamiento en
romper dicha dormicién. Se realizé un experimento de imbibicion y otros de germinacion con semillas
almacenadas por 0, 90, 270 y 1050 dias utilizando escarificacion térmica (con agua a 100°C) y quimica
(acido sulfurico concentrado) como pretratamientos. Las semillas de L. floribunda presentaron dormicién
fisica y el tratamiento mas efectivo para romper la dormicion fue el acido sulfurico, con valores que
superan el 70% de germinacion. El tiempo de almacenamiento no afecté el estado de dormicién y la
viabilidad de las semillas se mantuvo alta durante 3 afos. Estos resultados ayudaran a establecer
estrategias de propagacion sexual para esta especie nativa de gran interés aplicado.

Palabras clave: Escarificacion quimica, Lamiaceae, Lepechinia floribunda, dormicién, germinacion de
semillas, imbibicion.

INTRODUCCION

Las especies vegetales medicinales se
caracterizan por la produccion de compuestos
quimicos derivados del metabolismo secundario
que son de gran interés en la industria farmacéutica,
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agronomica, alimentaria y cosmética, entre otras
(Barboza et al., 2009; Chen et al., 2016). A nivel
mundial, la gran demanda de plantas medicinales
es suplida en su gran mayoria por cosechas casi
exclusivamente extractivas y so6lo existen contados
casos donde son cultivadas (Chen et al., 2016;
Vasisht et al., 2016). Algunos parametros que
ilustran la magnitud de la extraccion que estan
soportando las poblaciones silvestres, es el volumen
de consumo y utilizacion de plantas medicinales a
nivel mundial. Anualmente se comercializan mas
de 700 mil toneladas de plantas medicinales y
el valor de su comercializacion supera los 3 mil
millones de dolares (Vasisht et al., 2016). Como
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consecuencia de la creciente demanda, de las
politicas de mercado regional e internacional, la
falta de control y regulacion y la pérdida de habitats
naturales, casi la mitad de las especies medicinales
en el mundo se encuentran en riesgo de extincion
(IUCN, 2007; Chen et al., 2016).

Entre las multiples soluciones a esta problematica,
la mas recomendada por organismos internacionales
dedicados a la conservacion de la biodiversidad,
es el reemplazo de la cosecha de poblaciones
silvestres, por el cultivo de plantas medicinales
(Schippman et al., 2002). Notablemente, muchas
veces los aspectos que impiden avanzar sobre la
posibilidad de cultivo de estas especies es la falta
de conocimiento sobre requerimientos especificos
de su propagacion (Shippman et al., 2002). La
gran familia cosmopolita Lamiaceae, es reconocida
mundialmente por su gran importancia economica,
sin embargo, los requerimientos de propagacion han
sido estudiados solo en algunos géneros (Baskin &
Baskin, 2014). En particular muy poco se sabe
sobre los requerimientos germinativos del género
Lepechinia Willd, que se distribuye tnicamente en
el continente Americano, habitando zonas andinas
y montafiosas principalmente en Sudamérica (Drew
& Sytsma, 2013).

Los resultados reportados hasta el momento para
Lepechinia chamaedryoides, endémica de Chile
y L. floribunda, nativa de Argentina, sugieren la
existencia de algin tipo de dormiciéon vinculada
con la impermeabilidad de la cubierta seminal
(Ardoz et al., 2011; Serri et al., 2011). En Argentina
coexisten tres especies Lepechinia floribunda, L.
meyenii y L. vesiculosa (Drew & Sytsma, 2013;
O’leary 2015). L. floribunda (Benth.) Epling es un
arbusto aromatico de flores blanco-azuladas que
produce semillas negras pequefias (2.6-2.8 mm,
Scandalaris y Barboza, 2013) y livianas (5 + 0,6
mg), que se desprenden facilmente de los frutos
a la madurez y su dispersion ocurre por gravedad
(L.A. Obs. pers). L. floribunda tiene multiples usos,
descongestiva (Arias Toledo e/ al., 2010), antiviral
(Duschatzky et al., 2007) y antimicrobiana, entre
otros (Palacios et al.,2007). A pesar de esta variedad
de usos, informacion sobre la propagacion de esta
especie es muy escasa ¢ indica que los porcentajes
de germinacion de semillas son generalmente
muy bajos y erraticos, lo que ha dificultado su
propagacion sexual (Ardoz et al., 2011). Ardoz et
al. (2011) obtuvieron porcentajes de germinacion
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muy bajos en semillas donde aplicaron tratamientos
para romper la dormicion fisiologica (e.g. GA3,
estratificacion en frio), esto sugiere que las semillas
de esta especie podrian presentar otro tipo de
dormicién, posiblemente dormicion fisica como
sugieren los resultados de Serri et al. (2011) para
L. chamaedryoides. Asimismo, la dormicion fisica
esta dada por la presencia de una o varias capas de
células impermeables al agua en la cubierta de las
semillas, lo que impide la imbibicion de la misma
(Baskin & Baskin, 2014). En un estudio morfo-
anatomico de las semillas de L. floribunda se observo
la presencia en el mesocarpo, de una o dos capas de
células parenquimaticas en empalizada (23-40 pum,
Scandalaris & Barboza, 2013) que podrian ser las
responsables de la impermeabilidad de la cubierta
seminal. Para superar este tipo de dormicion es
necesario realizar tratamientos pregerminativos que
permitan romper dicha impermeabilidad (Baskin
& Baskin, 2014). Finalmente, otro aspecto de
importancia al momento de generar protocolos de
conservacion y propagacion de especies de interés
es conocer si el tiempo de almacenamiento afecta el
estado de dormicion de las semillas (Hong & Ellis,
1996).

Los objetivos de este estudio fueron determinar
la presencia de dormicion fisica y la eficiencia
de tres métodos, escarificacion quimica (acido
sulfurico concentrado) y térmica (agua a 100°C)
y tiempo de almacenamiento, para la salida de
este estado en L. floribunda. Para concretar estos
objetivos realizamos un experimento de imbibicion
de semillas y dos experimentos manipulando
el tiempo de almacenamiento de las semillas
y aplicando tratamientos pregerminativos de
escarificacion quimica y térmica que permitan
romper la impermeabilidad de la cubierta seminal
(Baskin & Baskin, 2014). La informacion generada
en este estudio es de particular importancia para
la elaboracion de protocolos de conservacion y
propagacion de L. floribunda y podria ser aplicable
a otras especies de este género con dormicion fisica.

MATERIAL Y METODOS

En diciembre de 2010 se recolectaron semillas
(nuculas) de L. floribunda en cuatro sitios de
Bosque Chaquefio Serrano de la provincia de
Coérdoba, Argentina, donde la especie crece
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naturalmente (Giorgis et al., 2010). Los sitios
fueron seleccionados por presentar similitudes en
condiciones climaticas, altitudinales y composicion
de especies. En total se colectaron semillas de
80 plantas, distribuidas en los siguientes sitios:
Reserva Natural Los Manantiales (31°9°40.34” S,
64°21°03.67” W), Reserva Hidrica La Quebrada
(31°9°11.29” S, 64°20°28.85” W), Estancia privada
Santo Domingo (31°10°57.09” S, 64°15°40.05”
W) y Camino al Cuadrado (31° 7°53.08” S,
64°19°53.04” O). Las semillas fueron procesadas
en laboratorio, las sanas fueron almacenadas y las
que presentaban signos de dafio por depredadores
fueron descartadas. Considerando que en estudios
previos con semillas de esta especie se observo la
existencia de una cubierta de células que podrian
ser impermeables al agua (Scandalaris & Barboza,
2013), es que se asumid que las semillas de todos
los sitios tendrian dormicion fisica y por lo tanto las
semillas de los diferentes sitios fueron agrupadas
en un unico pool. Las semillas fueron almacenadas
en bolsas de papel, en oscuridad y a temperatura
ambiente (25-28°C) y este pool fue utilizado para
evaluar los métodos de salida de la dormicion.
Asimismo, con el fin de corroborar la presencia
de dormicion también se realizd una curva de
imbibicion. Para tal fin en diciembre de 2015 se
colectaron semillas de L. floribunda en los mismos
sitios y se procesaron y almacenaron siguiendo
la metodologia antes mencionada, estas semillas
fueron utilizadas para el experimento de imbibicion
realizado en enero de 2016.

Experimentos de germinacion

Para cada experimento se realizaron tres réplicas
(capsula de Petri de 9 cm de didmetro con una
base de papel de filtro) y en cada capsula se
colocaron 30 semillas que fueron regadas con agua
destilada y colocadas en camaras de germinacion
en condiciones controladas de luz (fotoperiodo)
y temperatura (termoperiodo). El fotoperiodo fue
generado con tubos de luz blanca fria fluorescente
(38 umol m? s'). Todos los experimentos se
desarrollaron durante 30 dias y en todos los casos el
mayor valor de temperatura coincidi6 con las horas
de luz. En todos los experimentos las condiciones de
germinacion fueron 25/15 °C (12 h fotoperiodo). El
régimen de temperatura seleccionado corresponde
al optimo para la germinacion de la mayoria de las
especies del Bosque Chaqueno Serrano (Funes et

al., 2009). El nimero de semillas germinadas se
registro diariamente y las semillas se consideraron
germinadas al presentar radiculas de 2 mm de largo.

Experimento de imbibicion

El experimento de inhibicién consistié en
dos tratamientos, semillas escarificadas y no
escarificadas. En el tratamiento de escarificacion las
semillas fueron sumergidas en H,SO, concentrado
por 30 minutos y posteriormente lavadas bajo una
corriente de agua por dos minutos para eliminar
los restos de acido. En el tratamiento control las
semillas no recibieron ningln tratamiento. Las
semillas fueron colocadas en capsulas de Petri de
9 cm de diametro con una base de papel de filtro
humedecido con agua destilada y las capsulas
fueron colocadas en camara de germinacion.
Luego de 0, 1, 2, 4, 7 y 24 h, la superficie de las
semillas fue secada y el pool de semillas de cada
capsula fue pesado en balanza de precision (0.1
mg) y regresado a las capsulas de Petri (Susko et
al., 2001). La masa de las semillas al comienzo del
experimento (tiempo 0) fue el valor de referencia
utilizado para evaluar el ingreso de agua a lo largo
del tiempo. La cantidad de agua absorbida por las
semillas fue cuantificada como el incremento en la
masa y convertida a porcentaje (Baskin & Baskin,
2014). Luego de estas mediciones y transcurridos
30 dias se registro el porcentaje de germinacion.

Experimento de escarificacion quimica y tiempo de
almacenamiento

La escarificacion de semillas con acido
sulfurico (H,SO,) concentrado y el tiempo de
almacenamiento son técnicas que han demostrado
ser efectivas para romper la dormicion de las
semillas (Baskin & Baskin, 2014). Para evaluar el
efecto de ambas técnicas sobre la germinacion, las
semillas fueron almacenadas durante 0, 90, 270 y
1095 dias (3 aflos) y sometidas a un pretratamiento
con acido sulftirico concentrado durante 30 minutos
y posterior lavado de las semillas durante dos
minutos con agua corriente. Ademas, para los
cuatro tiempos de almacenamiento también se
consider6 un tratamiento control donde las semillas
no recibieron pretratamiento con acido.

Experimento de escarificacion térmica

Semillas almacenadas durante 0 y 90 dias
recibieron un pretratamiento con agua a 100°C
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durante 1, 5 y 10 minutos y un grupo control que no
recibi6 pretratamiento. Las semillas fueron colocadas
en capsulas de Petri y en camaras de germinacion.

Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos fueron realizados
con el programa R (R Core Team, 2014, version
3.1.1). Se realizaron modelos lineales generalizados
(GLM), para lo cual se us6é la funcion glm del
paquete MASS (Venables & Ripley, 2002). Al
evaluar el efecto de la escarificacion quimica
sobre el incremento de la masa de las semillas se
utilizé distribucion normal del error y al evaluar
el efecto de los pretratamientos y el tiempo de
almacenamiento sobre el porcentaje de germinacion
se utilizo distribucion cuasibinomial del error
(debido a la existencia de sobredispersion). La
significancia de los factores y de la interaccion
se determind comparando dos modelos mediante
pruebas Chi cuadrado, un modelo con el factor
o la interaccion de interés y el otro modelo sin
dicho factor. Diferencias entre niveles de un factor
(control sin escarificacion y escarificacion con
acido sulfurico) se evaluaron mediante la prueba .

REsuLTADOS

Experimento de imbibicion

Luego de 24 h a 25/15°C, el 100% de las
semillas escarificadas se embebid, incrementando
su masa en un 105% en promedio. De las semillas
no escarificadas solo el 6,67% se embebid y esto
dio como resultado un incremento en masa del
9,5 % en promedio (Fig. 1). El incremento en la
masa de las semillas fue significativamente mayor
en las escarificadas que en las no escarificadas
(F= 197, P= 0,00015, Fig. 1). Similarmente,
luego de un mes, el porcentaje de germinacion fue
significativamente mayor (F= 34,7, P= 0,004) en
las semillas escarificadas (76,44 + 16%) que en las
no escarificadas (12,22 + 2%). Cabe destacar que
de las semillas no escarificadas que no germinaron
(aproximadamente 88%), ninguna presentod
sintomas de imbibicion (e.g. aumento de tamafio).

Experimento de escarificacion quimica y tiempo de
almacenamiento

La interaccion entre tiempo de almacenamiento
y pretratamiento con acido sulfirico no fue
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significativa (F= 2,03, P= 0,17). El pretratamiento
con acido sulfurico incrementd dieciséis veces
la germinacion, alcanzando valores superiores al
70%, mostrando diferencias significativas respecto
al control (F= 78,90, P < 0,001, Fig. 2). Por
el contrario, el tiempo de almacenamiento fue
un factor que no afectd significativamente el
porcentaje de germinacion de las semillas (F= 0,20,
P=10,82, Fig. 2).

Experimento de escarificacion térmica

La germinacion de semillas almacenadas por 0
y 90 dias que recibieron pretratamiento con agua a
100°C durante 1, 5 y 10 minutos fue cero, mientras
que en el tratamiento control la germinacion fue de
3,5+ 2%.

DiscusioN

El resultado mas importante de este estudio
revela que los bajos porcentajes de germinacion
en semillas no escarificadas de L. floribunda son
producto de dormicion fisica. Las semillas de
L. floribunda tienen una cubierta que impide el
ingreso de agua. Esta impermeabilidad estaria dada
por las de células del parénquima en empalizada
(Baskin et al., 2000) que se encuentran formando
una o dos capas de 23-40 um en el mesocarpo de
sus semillas (Scandalaris & Barboza, 2013). De
las técnicas evaluadas en este estudio, la Unica
que permitio6 romper dicha impermeabilidad y
alcanzar altos porcentajes de germinacion fue la
escarificacion quimica, no asi la escarificacion
térmica ni el tiempo de almacenamiento. La
comparacion de nuestros resultados con los
obtenidos para L. chamaedryoides usando acido
sulfirico diluido durante 30 minutos, sin efectos
sobre la germinacion (Serri ef al., 2011), indicaria
que la concentracion del 4cido es un aspecto clave.

Es interesante destacar que la impermeabilidad
y dormiciéon de las semillas de L. floribunda no
fue del 100% ya que en los tratamientos control de
cada experimento un porcentaje bajo de semillas
se embebieron y germinaron. Esta variabilidad en
la impermeabilidad de las semillas es un rasgo que
ya se ha observado en otras especies con dormicion
fisica (e.g. Susko et al.,2001; Galindez et al., 2015),
incluso en L. chamaedryoides donde hubo cierto
porcentaje de imbibicion y germinacion en semillas
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Fig. 1. Media + desvio estandar del porcentaje de incremento en la masa de semillas de Lepechinia
floribunda luego de 24 hs en papel de filtro himedo y a 25/15°C. Con linea de puntos se muestra el
tratamiento de escarificacion de las semillas con acido sulfurico y con linea continua el tratamiento control

(semillas no escarificadas).

que no recibieron pretratamiento (Serri et al.,
2011). El disefio experimental de nuestro estudio
no nos permitié evaluar factores involucrados en
la variabilidad de la dormicidn, es decir, si dicha
variabilidad es explicada mayormente a escala de
individuos o poblaciones. Sin embargo, con base
en los resultados aqui obtenidos seria interesante
evaluar en futuros estudios como se distribuye esta
variabilidad. La amplia distribucion latitudinal
y altitudinal que presenta esta especie permitiria
evaluar ademas la relacion entre los niveles de
dormicion y dichos gradientes ambientales.

Otro resultado importante es que las semillas
de L. floribunda mantuvieron su viabilidad al
menos por tres afios que fue el mayor tiempo de

almacenamiento evaluado en este trabajo. De
esta manera se pone en evidencia que las semillas
de L. floribunda ademas de presentar dormicion
fisica mantienen una alta viabilidad temporal,
caracteristicas que le permitirian formar bancos de
semillas en el suelo (Susko ef al., 2001; Baskin &
Baskin, 2014). La formacion de bancos de semillas
es un rasgo que podria contribuir al mantenimiento
y resiliencia de las poblaciones naturales frente a
disturbios antrdpicos y eventos extremos producto
del cambio climatico (Hudson ef al., 2015).

En funcion de nuestros hallazgos y con base en
evidencia disponible para otros géneros de la familia
seria importante evaluar técnicas alternativas
para romper la dormicion de las semillas, ya que
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Fig. 2. Porcentaje de germinacion de semillas de Lepechinia floribunda almacenadas durante O,
90, 270 y 1095 dias a temperatura ambiente y sometidas a pretratamiento de escarificacién con acido
sulfurico concentrado durante 30 minutos (cajas negras) y control, semillas no escarificadas (cajas
blancas). El limite inferior y superior de cada caja es el percentil 25 y 75 respectivamente. Las lineas
horizontales corresponden a las medianas y las lineas verticales indican 1.5 veces el rango intercuartilico

(Prueba t, P < 0,05).

la escarificacion con acido requiere condiciones
especiales para la manipulacion. En particular
seria importante evaluar qué factores son los
responsables de romper la dormicion de las semillas
en condiciones naturales. En este sentido, se ha
demostrado que el fuego es un factor que puede
inducir la germinacién en algunas especies de
Lamiaceae (Catav et al., 2014). Atn cuando no se
han realizado estudios en especies de Lepechinia, el
hecho de que luego de un incendio las poblaciones
de algunas especies de este género se expandan
(Drew & Sytsma, 2013), podria relacionarse con
esta caracteristica de la familia. Por lo tanto, en
futuros estudios se deberia evaluar el efecto del
fuego y el humo en la germinacion de esta especie.
El conocimiento aqui generado aporta valiosa
informacion sobre la germinacion y dormicion de
las semillas de L. floribunda y seguramente sera de
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gran utilidad para proyectos orientados a establecer
estrategias de conservacion y propagacion de
especies de interés medicinal.

Ensintesis, lassemillasde L. floribundapresentan
dormicion fisica y una alta capacidad germinativa.
La escarificaciéon quimica con acido sulfurico
concentrado incrementd significativamente la
germinacion de sus semillas, no asi la escarificacion
térmica, donde no hubo germinacion. La viabilidad
de las semillas almacenadas a temperatura ambiente
por tres afios fue alta y el tiempo de almacenamiento
no afecto el estado de dormicion.
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