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RESUMEN

Hedeoma multiflora Benth. es una hierba serrana aromatica y medicinal nativa de la provincia de Cérdoba. Dado que Ia
demanda se cubre a través de la recoleccidn de ejemplares silvestres, diezmando las poblaciones naturales, es necesario
disefar estrategias para lograr la preservacion y utilizacion sostenible del recurso. Esto implica el conocimiento de las
caracteristicas de germinacion y crecimiento de la especie. Las PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas) son bacterias benéficas de vida libre del suelo que juegan un rol significativo en promover el crecimiento y
desarrollo vegetal, al colonizar el sistema radicular de la planta. Se planteé como objetivo de trabajo evaluar el nimero
de plantulas emergidas de H. multiflora, a partir de la inoculacion de semillas con rizobacterias (PGPRs). El ensayo se
llevé a cabo en el invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cérdoba. Se
utilizaron 25 semillas recolectadas (abril, 2019) de las localidades Rio Cuarto (Dpto. Rio Cuarto) y Bialet Massé (Dpto.
Punilla), de la provincia de Cérdoba, previamente desinfectadas. Las cepas que se utilizaron para la inoculacion fueron
Pseudomonas putida SJ04 y Bacillus amyloliquefaciens GBO03. Los tratamientos fueron: P. putida (SJ04), B.
amyloliquefaciens (GB03), Medio de cultivo y Control, realizando 3 repeticiones. Los resultados se efectuaron mediante
el analisis de varianza (ANOVA) y como test a posteriori se aplico el test de Fisher LSD, a nivel de probabilidad de p
<0,05. De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que B. amyloliquefaciens (GB03) y P. putida (SJ04) presentaron
mejor comportamiento en la germinacién y emergencia de las plantulas de H. multiflora. Asi mismo la presencia de
mucilago en las semillas de H. multiflora, podria ser un factor que interfiera en el tiempo de imbibicién de las cepas
analizadas. Es necesario repetir el ensayo, utilizando mayor nimero de semillas y provenientes de cosechas tardias.
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INTRODUCCION

Hedeoma multiflora Benth. (Tomillito de las sierras) es
una hierba aromatica y medicinal serrana nativa de la
provincia de Cérdoba, que crece en forma de pequefias
matas de 10-20cm de altura (Liébana, 2011) y presenta
tallos decumbentes y erectos con escasas hojas. Esta
especie se encuentra distribuida desde Santiago del
Estero hasta Rio Negro (Barboza et al., 2006; Brunetti,
2008) y se la encuentra en manchones mas o menos
conspicuos, en lomas pedregosas y secas (Elechosa et al,
2009) (Figura 1). Sus hojas, tallos verdes y flores estan

cubiertos por pelos glandulares simples que secretan
aceites esenciales aromadticos, cuyos componentes
quimicos principales son L-limoneno, mentona vy
pulegona (Barboza et al., 2001; Barboza et al., 2006;
Liébana, 2011). Debido a sus propiedades estimulantes,
digestivas y carminativas, es una especie muy requerida
para el consumo.
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Figura 1. Planta de Hedeoma multiflora en su ambiente
natural.

H. multiflora es recolectada como planta entera de su
ambiente natural, a principios de floracidn o previo a ella
(Barboza et al, 2006) y forma desmedida para su
comercializacion disminuyendo asi sus poblaciones e
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impidiendo la resiembra natural. Debido a la presién por
sobre-recoleccion estd considerada una especie en
peligro de extincién (Elechosa et al., 2009; Liébana 2011,
Martinez et al., 2006).

Es importante para mantener la biodiversidad, la
preservacion de la flora nativa y en especial de H.
multiflora. Para ello, es necesario iniciar programas de
domesticacion para proteger esta especie vegetal
(Brunetti, 2008). La explotacién sustentable y racional de
estos recursos lo constituye su produccién en sistemas
de cultivos. Esto implica el conocimiento de las
caracteristicas de germinacion y crecimiento de la
especie (Liébana, 2011).

Las PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento de
las plantas) son bacterias benéficas de vida libre del
suelo que juegan un rol significativo en promover el
crecimiento y desarrollo vegetal, al colonizar el sistema
radicular de la planta; a través de diferentes mecanismos
que pueden ser directos o indirectos (Kloepper et al.,
1993; Lucy et al., 2004; Shrivastava et al., 2015, Backer
et al, 2018). El aumento en la promocidon del
crecimiento puede atribuirse a la fijacién de nitrégeno
atmosférico, a la solubilizacion de fosfatos, a la
produccidn de fitohormonas y de compuestos organicos
volatiles mVOCs (del inglés: Microbial Volatile Organic
Compounds) entre otros mecanismos (Rashid & Chung,
2017). Indirectamente las PGPR pueden promover el
crecimiento vegetal al suprimir un amplio espectro de
enfermedades virales, bacterianas, fungicas y ataque de
insectos herbivoros, a través de antagonismo
microbiano o de la induccién de resistencia en la planta
(Van Loon, 2007; Pineda et al., 2010, Tonelli & Fabra,
2014; Salomon et al., 2017; Shikano et al., 2017).
Estudios recientes en plantas aromaticas han
demostrado que la inoculacién directa con distintas
especies de rizobacterias PGPRs en plantas como
mejorana (Origanum majorana), orégano mendocino
(Origanum x majoricum), suico (Tagetes minuta), menta
(Mentha piperita) y albahaca (Ocimum basilicum)
producen un incremento significativo en el desarrollo
vegetal y un incremento en el contenido de metabolitos
secundarios (Banchio et al., 2008, 2009, 2010, Cappellari
et al., 2013).

Como objetivo de trabajo se planted evaluar el numero
de plantulas emergidas de H. multiflora, a partir de la
inoculacion de semillas con rizobacterias PGPRs. Es
importante destacar que no siempre las bacterias PGPR
presentaron el mismo grado de respuesta sobre la
planta, lo que demuestra una gran especificidad en la
relacion microorganismo-planta.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevd a cabo en el invernadero de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Nacional de Cdérdoba (UNC). Se utilizaron semillas
recolectadas (abril, 2019) de poblaciones silvestres de
las localidades de Rio Cuarto (Dpto. Rio Cuarto) y Bialet
Massé (Dpto. Punilla), en la provincia de Cérdoba.

La inoculacién se realizé utilizando las siguientes cepas
con capacidad de promover el crecimiento vegetal:
*Pseudomonas putida SJ04 aislada de la rizosfera de
Mentha piperita de un cultivo comercial de la provincia
de Coérdoba (GenBank KF312464.1) (Santoro et al.,
2016); *B. amyloliquefaciens GB03, (conocida
anteriormente como B. subtilis GBO3 (Choi et al., 2014).
Las condiciones de cultivo para los ensayos de
inoculacidon, colonias bacterianas aisladas, fueron
crecidas sobre medio Luria Bertani (LB) (Luria y Burrows,
1955) agarificado, fueron transferidas a Erlenmeyers de
100 ml conteniendo 25 ml de medio liquido LB. Las
cepas se hicieron crecer hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento, en un agitador a 30°C y 150
rpm.

Los tratamientos fueron: Pseudomonas putida (SJ04),
Bacillus amyloliquefaciens (GB03), Medio de cultivo y el
control se utilizd agua destilada, realizando 3
repeticiones. Se utilizaron 25 semillas de H. multiflora,
por tratamiento que previamente fueron desinfectadas
con alcohol 70% durante un minuto, luego enjuagadas
durante un minuto con agua destilada estéril hasta
eliminar los residuos de alcohol. Posteriormente se
utilizé hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos y
realizando 2 enjuagues con agua destilada estéril hasta
eliminar los residuos de hipoclorito.

Se prepararon los inéculos de las cepas las cuales se
sembraron en caldo de cultivo LB y se incubaron por un
periodo de 24-48 h. (hasta alcanzar una suspensién
bacteriana con una concentracién de 1 x 108 UFC/m),
momento en el cual se utilizaron como medio para
embeber las semillas.

El tiempo de imbibicién varié de 30 a 60 minutos,
utilizando un volumen de 5ml donde se sumergieron las
25 semillas previamente desinfectadas (Figura 2).

|

Figura 2. Envases con cepas de rizobacterias, semillas y
bandejas de vermiculita estéril
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Inmediatamente después de la imbibicidn, las semillas
fueron colocadas con la ayuda de una pinza estéril, en
bandejas con vermiculita estéril colocadas dentro de
bolsas de nylon previamente identificadas.

Las bandejas con las semillas inoculadas se ubicaron
dentro del invernadero con riego periédico utilizando
agua destilada (Figura 3).

Figura 3. Semillas inoculadas mantenidas en el invernadero de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias-UNC.

Las evaluaciones se realizaron diariamente, en las cuales
se registrd el nimero de plantulas emergidas.

Las comparaciones entre los diferentes tratamientos, se
efectuaron mediante el analisis de varianza (ANOVA) y
como test a posteriori se aplico el test de Fisher LSD, a
nivel de probabilidad de p <0,05. Se realizé el andlisis

estadistico utilizado el programa Infostat 2020 (Di Rienzo
etal., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al cabo de 43 dias de cultivo, se observd que los
tratamientos correspondientes a GBO3 y SJ04 fueron los
que presentaron diferencias significativas en cuanto al
numero de plantulas emergidas con respecto al Control
y al Medio de Cultivo (Figura 4).

A partir del dia 31 pos siembra, se observd que los
tratamientos GB0O3 y SJ04 se diferencian ampliamente de
los tratamientos Medio de Cultivo y Control, debido al
efecto provocado por la inoculaciéon en la germinacion
de las semillas (Figura 5).

Analizando los resultados de acuerdo a los dias
transcurridos se pudo visualizar que de la siembra hasta
los 24 dias no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos: (GB03) B. amyloliquefaciens,
(SJ04) P. putida, Control y Medio de cultivo.

A partir del dia 25 hasta el dia 43 de cultivo se
observaron diferencias  significativas entre los
tratamientos, siendo mayor el numero de plantulas
emergidas en los tratamientos (GB03) B.
amyloliquefaciens y (SJ04) P. putida (Figura 6).
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Figura 4. Numero de plantulas emergidas en los tratamientos: GB03, SJ04, Medio de cultivo y Control a los 40 dias de realizada la
siembra (letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos para p <0,05).
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Figura 5. Numero de plantulas emergidas en el transcurso de los 48 dias de siembra.
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Figura 6. Comportamiento de los tratamientos de (GB03) B. amyloliquefaciens, (SJ04) P. putida, Control y Medio de cultivo en los dias

24, 28, 36 y 43 pos-siembra de semillas de H. multiflora.

En el caso de H. multiflora la presencia de mucilago
(Figura 7) puede ser otra causa que pueda influir en el
corto tiempo de imbibicidn de las cepas observadas para
lograr que las semillas adhieran a su superficie los
microorganismos en estudio, sin la influencia del medio
liquido anadido en la germinacion o el tiempo de
emergencia de la radicula en las semillas evaluadas
(Darrant, 2007; Ogata et al, 2008).

Figura 7. Semillas de H. multiflora con presencia de mucilago

Las diferencias observadas en las respuestas de la
especie a las cepas inoculadas, podria deberse
principalmente a las interacciones generadas entre
ambos. Cada cepa durante la fase estacionaria (periodo
en el cual es inoculada y en donde genera metabolitos
secundarios) libera  distintas  sustancias como
fitohormonas, antibidticos, acidos organicos y enzimas
que podrian beneficiar al cultivo, siempre y cuando se
encuentren en cantidades necesarias para el crecimiento
y desarrollo de la planta (Loper & Schroth, 1986); de la
misma manera, las plantas producen diferentes
moléculas quimicas y sustancias que atraen a
determinados microorganismos (quimiotaxis) y generan
las condiciones adecuadas para su establecimiento y
multiplicacién (Dakora & Phillips, 2002). Para una

respuesta positiva de la planta a la cepa aplicada, debe
existir entonces cierta afinidad entre los componentes
generados por ambos organismos, caso contrario, se
podrian generar interacciones que reduzcan la
germinacién, crecimiento o desarrollo de la planta
(Alstrom & Burns, 1989; Carrillo et al., 2000).

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que
B. amyloliquefaciens (GBO3) y P. putida (SJ04) estimulan
la germinacion y emergencia de las plantulas de H.
multiflora. Siendo relevante en esta especie la época de
recoleccion ademas es importante tener en cuenta la
calidad de la semilla y la madurez al momento de la
inoculacién  con  rizobacterias  promotoras  del
crecimiento de las plantas. La presencia de mucilago
(sustancia que recubre la semilla) en las semillas de H.
multiflora, podria ser un factor que interfiera en el
tiempo de imbibicién de las cepas analizadas.
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