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Resumen

En Tucuman existen poblaciones de aromaticas nativas con propiedades terapeuticas, como Aloysia gratissima
(Gill. et Hook) Tronc., Chenopodium mandonii Willd. y Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze. Estas dos ltimas
comparten nicho ecologico y crecen entre los 2.200 y 4.500 msnm. Aloysia gratissima'y C. mandonii son requeridas
por sus propiedades digestivas. Clinopodium gilliesii se destaca por su potencial antifingico y antioxidante. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar genética y reproductivamente a A. gratissima, C. mandonii'y Clinopodium
gilliesii. El material vegetal fue originario de Tafi del Valle (Tucuman). Se usaron técnicas citogenéticas tradicionales
de mitosis, meiosis y viabilidad de grano de polen para evaluar el potencial reproductivo. Los resultados mostraron
para A. gratissima 2n=54 con irregularidad en meiosis y 92,4% de inviabilidad de polen, valores similares que en
C. gilliesii, en este caso no se pudo confirmar nimero cromosoémico por su tamaiio (0,2 p aprox.). Los cromosomas
en diacinesis indican que seria poliploide con x=5, e infértil. En C. mandonii la meiosis fue regular, con 2n=54
y 93,4% de viabilidad de polen. Esta situacion alude a un proceso evolutivo de diploidizacion que justifica la
regularidad de la meiosis y buen poder germinativo de semillas, condicion provechosa para la conservacion ex
situ de su germoplasma. En las otras dos especies, se deben continuar con los trabajos de clonacion tendientes a la
preservacion de su genética.
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Abstract

In Tucuman, there are aromatic native populations with therapeutic properties like Aloysia gratissima (Gill.
et Hook) Tronc, Chenopodium mandonii Willd. and Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze. The last two share
ecological niche and grow between 2,200 and 4,500 masl. Aloysia gratissima and C. mandonii are required for their
digestive properties. Clinopodium gilliesii stands out for its antifungal and antioxidant potential. The objective of
this work was to characterize genetically and reproductively A. gratissima, C. mandonii and C. gilliesii. Materials
came from Tafi del Valle (Tucuman). Traditional cytogenetic techniques of mitosis, meiosis and pollen grain
viability to evaluate reproductive potential were used. Results revealed for 4. gratissima a 2n=54 with irregularity
in meiosis and 92.4% of pollen inviability. These values were similar to those of C. gilliesii, but the chromosomal
number was not confirmed in the last case because of its size (0.2 p approx.). Chromosomes at diakinesis indicate
it could be a polyploid with x=5, infertile. In C. mandonii meiosis was regular, with 2n=54 and 93.4% of pollen
viability. The situation found in C. mandonii refers to an evolution process of diploidization that explains the
regularity in meiosis and the good seed germinating power, useful condition for the conservation of its germplasm.
In the other two species, clonation tasks aimed to the preservation of their genetics must continue.
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Introduccion nopodium mandonii Willd. y Clinopodium gillie-

sii (Benth.) Kuntze, (syn. Satureja parvifolia), son
Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Tronc., Che-  aromaéticas nativas que habitan la zona de Tafi del
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Valle, Tucuman. Mientras que A. gratissima se
encuentra en poblaciones aisladas respecto de las
otras especies, C. mandoni y C. gilliesii compar-
ten el nicho ecologico y crecen entre los 2.200 y
4.500 msnm.

Aloysia gratissima, conocido en la provincia de
Tucuméan como cedroncillo, pertenece a la fami-
lia de las Verbenaceae, con amplia distribucion en
zonas aridas y semidridas de Argentina y en paises
vecinos. Es un arbusto aromatico que puede alcan-
zar hasta 3 m de altura, ampliamente ramificado
y con pubescencia densa en sus ramas. De hojas
opuestas, subsésiles, con un fasciculo de hojas
mas pequeflas en sus axilas, Flores blancas subsé-
siles en verticilos irregulares, pequefias de 1 a 1,5
mm de longitud, también pubescentes (Troncoso,
1952 y 1974; Botta 1979). Rica en aceites esen-
ciales, los componentes mas importantes citados
para muestras provenientes de Brasil, Uruguay y
Argentina, son: para las hojas: 1,8- cineol (3%),
limoneno, sabineno (30%), a-pineno (9,7%), a-
bisaboleno (5,8%) y copaenol (4,3%); para flores:
pulegona (65,8%), limoneno (3,6%), espatulenol
(2,1%), a- y a-tuyona (1,1% y 0,8% respectiva-
mente), dihidrocarvona (2,1%) y mentona (2,0%)
(Toursarkissian; 1980), destacandose su alto por-
centaje de pulegona (65,8%), y por sus propie-
dades medicinales (Zygadlo et al., 1998). De lo
dicho anteriormente, resulta interesante el cono-
cimiento de sus caracteristicas reproductivas para
su introduccion en cultivos y su potencial uso en
la medicina y la industria. La infusion de sus hojas
es usada como digestivo en dolores estomacales
y como medicinal para combatir resfrios y como
sedante. Por otro lado, se la menciona como toxica
para el ganado (Botta, 1979), aunque se sabe que
aun asi es consumida por los animales por la esca-
sez de alimentos, en zonas marginales.

Chenopodium mandonii (n.v. arca yuyo) es una
planta herbacea perteneciente a la familia de las
Chenopodiaceae, de porte erguido, anual, con pe-
los vesiculosos de color blanco o purpura, plan-
tas poco ramificadas, de 0,3 a 1 m de altura en
algunos casos. Hojas pecioladas, elipticas, sinua-
do-dentadas, de apice mutico. Flores reunidas en
glomérulos (raro en cimas dicotomas), perfectas
o imperfectas, dispuestas en dicasios, algo laxos,
completamente ebracteados y con las ultimas ra-
mificaciones transformadas en aristas. Semilla
globosa, horizontal, de 0,8 a 1,0 mm de diametro,
de color castafio, poco lustroso. Radicula promi-
nente (Tolaba, 2006). Se distribuye en las altas

montafias y mesetas del noroeste argentino, des-
de Jujuy a La Rioja. Sus hojas y sus tallos son de
uso culinario y medicinal y son comercializadas
en herboristerias y en la industria para la obten-
cion de aceites esenciales. La cosecha se realiza
con caracteristicas de extraccion destructiva en
las regiones en las que se encuentran, lo que trae
como consecuencia una importante erosion gené-
tica (Parodi, 1975; Pastoriza et al., 2006; Zuloaga
et al., 2008).

Clinopodium gilliesii (n.v. mufia-mufia) es un
arbusto aromatico caduco que se distribuye desde
Bolivia y Peru, en las altas montafias y mesetas,
desde Jujuy a La Rioja (Cabrera, 1993; Ratera
y Ratera, 1980). Es una especie perenne perte-
neciente a la familia Labiaceae. Es aromatica y
medicinal nativa de la region andina del noroes-
te de Argentina, suele ser abundante en cercanias
de rios, aunque en los tltimos tiempos se observa
disminucion en la densidad de las poblaciones na-
turales. Es de interés etnobotanico, farmacéutico
y econémico, debido a los aceites aromaticos en-
contrados en las glandulas de hojas y tallos. Tradi-
cionalmente se recolectan las plantas para condi-
mentar o para aplicaciones medicinales. Sus hojas
son muy requeridas por su potencial antifungico,
antiparasitario y antioxidante, ademas de sus cua-
lidades optimas para la fabricacion de bebidas sin
alcohol. También es aromatizante de sopas y de las
bebidas elaboradas a base de leche, como la “le-
che piri” y leche hervida (Vignale y Gurni, 2012).
Respecto a sus componentes quimicos principales,
se ha informado sobre la evaluacion de doce po-
blaciones de C. gilliesii, con al menos cinco qui-
miotipos de interés para la industria y la medicina
en seis provincias de la Argentina (Juarez et al.,
2012). La determinacion de aceites esenciales y
aplicacion de la quimica fina a constituyentes ais-
lados para lograr, mediante modificaciones utiles
de estructuras, la conversion a productos con alto
valor agregado, resulta aun mas interesante (Reta-
mar, 1995).

El aislamiento geografico de las comunidades y
los pueblos que habitan toda la region ha contri-
buido a la conservacion y el mantenimiento de sus
tradiciones ancestrales. La farmacopea herbaria de
los pueblos andinos es rica y variada aun cuando
la flora del ambiente semidesértico de la region
bajo consideracion (provincia biogeograficas de
la Puna) es relativamente pobre (Cabrera, 1993).

Con el aumento y empobrecimiento de los po-
bladores de la region, las especies en estudio han
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sido sometidas en forma creciente a una sobre ex-
plotacion antropica y a sobrepastoreo. Ello con-
duce a una pérdida de variabilidad genética, pues
se ha observado una alarmante disminucion del
numero de especimenes que se atribuye a estas
causas (Pastoriza et al., 2012). La destruccion de
la biodiversidad y la creacion de uniformidad ge-
nética en los cultivos simultineamente, conducen
a la inestabilidad y aumento de la vulnerabilidad
de los sistemas (Shiva, 1991). Esta situacion con-
tinta en forma alarmante sin que existan indicado-
res economicos que den cuenta de los costos am-
bientales que ello significa (Montecinos y Altieri,
1992).

Teniendo como finalidad la conservacion de
la biodiversidad, resulta importante la caracteri-
zacion genética. Se ha informado que en pobla-
ciones naturales puede producirse una fuerte se-
leccion direccional, que en algunos casos puede
devenir en escasa variabilidad (Mitchell-Olds,
1992), de lo que surge como relevante la realiza-
cion de estudios genéticos y modos reproductivos
para estimar variabilidad, en pos de futuros planes
de seleccion y mejora.

Desde el punto de vista genético, también se
debe analizar el complemento cromosomico en
mitosis, el comportamiento cromosoémico en
meiosis, su relacion con el aspecto reproductivo
y la capacidad de propagacion en pos de su apro-
vechamiento. Por lo tanto, no s6lo es importante
conocer el nimero de cromosomas, sino también
el tamafno de los mismos, la relacién de brazos,
la posicion de constricciones primarias y secun-
darias y otras caracteristicas que permitan realizar
un estudio profundo del cariotipo (Poggio, 1994).
El comportamiento de los cromosomas en meio-
sis y la viabilidad del grano de polen, son impor-
tantes elementos para valorar la fertilidad, com-
plementando con un cuidadoso seguimiento del
comportamiento fenotipico de las distintas pobla-
ciones. Otro aspecto relevante es la determinacion
del nivel de ploidia, si se tiene en cuenta que la
poliploidia es una de las formas mas importantes
en la evolucion de los vegetales (Stebbins, 1971).
Para 4. gratissima, C. mandonii se ha sehalado un
numero basico x=8 y x=9 y para C. gilliesii un
x=5 (Darlington, 1955). Asi, se ha reportado para
A. gratissima un 2n=54 (Andrada et al., 1998) y
para C. mandonii un 2n=54 (Pastoriza et al., 2000,
Pastoriza et al., 2015), sin datos para C. gilliesii.
El estudio del cariotipo incluye la determinacion
del tipo del mismo. Un cariotipo bimodal podria

resultar de translocaciones por medio de las cuales
ciertos cromosomas podrian contribuir con seg-
mentos a otros del mismo complemento, donde
el tamafio del cromosoma donante se reduciria y
el del receptor aumentaria (Levitzky en Stebbins,
1971). Este autor sugiere que, para entender la si-
metria del cariotipo, se debe asociar el aumento
de asimetria con otras caracteristicas citoldgicas
como numero cromosomico, habito de crecimien-
to (anual o perenne) y la presencia o ausencia de
caracteres morfologicos especializados. Por otro
lado, Saez y Cardoso (1978), sefialan que a me-
dida que se avanza en la evolucion, la asimetria
de los cariotipos se va modificando hasta llegar a
producir tipos asimétricos asociados generalmente
a los vegetales mas especializados. Las variacio-
nes en el nimero de cromosomas, frecuentes en
el reino vegetal, traen como consecuencia modi-
ficaciones en los ritmos fisiologicos y en las divi-
siones celulares, los que provocan cambios en su
capacidad adaptativa. Los poliploides son tenidos
en cuenta por los fitomejoradores por sus carac-
teristicas particulares: mayor tamafio de la planta
en general, de las hojas, de las flores y del fruto,
lo que podria traducirse finalmente en un mayor
rendimiento. Pero, por otro lado, también podrian
presentar problemas de fertilidad por lo que, para
poder sobrevivir en un ambiente determinado, de-
ben recurrir a mecanismos de propagacion vege-
tativa como la apomixis (Stebbins, 1971).

Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar citogenética y reproductivamente a 4.
gratissima, C. mandonii y C. gilliesii, para pro-
pender a la conservacion de su germoplasma.

Materiales y métodos

El material vegetal de 4. gratissima fue recolec-
tado de El Mollar (26° 33’ de L. S. y 65° 72’ de L.
0.) y el de C. mandonii y C. gilliesii de Tafi del
Valle, Tucuman (Figuras 1 y 2), altura del km 90,
(26°33°de L. S. y 65°68” de L. O.).

Para el analisis de los cromosomas mitoticos se
utilizaron meristemas radicales y de hojas peque-
fias. Se realizd una hidrdlisis en HCl N a 58-60
°C, la coloracion con hematoxilina acética al 2%
empleando citrato férrico al 1% como mordiente,
marcha técnica segiin Andrada et al. (1998). Lue-
go se obtuvieron las microfotografias para el ana-
lisis de los cariotipos, teniendo en cuenta el indice
centromérico (Levan ef al., 1964).
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Figura 1. Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Tronc.,
proveniente de El Mollar, Tafi del Valle, Tucuman, a)
ejemplar herborizado; b) planta en su ambiente natural.

O o ¥ B : <
Figura 2. a) Chenopodium mandonii Willd.; b) Clino-
podium gilliesii (Benth.) Kuntze (syn. Satureja parvifo-
lia), Tafi del Valle, Tucuman.

Para el analisis de los cromosomas en meiosis,
se fijaron las flores pequenas en una solucion de
Newcomer. Los preparados se realizaron con el
aplastado de anteras utilizando la misma técnica
de coloracion que para cromosomas mitoticos. Se
analiz6 el comportamiento de los cromosomas en
las distintas fases de la meiosis y su relacion con la
fertilidad y con la variabilidad genética. Se obser-
v6 con microscopio ZEISS Primo Star y se foto-
grafié con objetivo de inmersiéon con un aumento
de 1000 x.

Para estimar la viabilidad de los granos de po-
len se utiliz6 como colorante Azul de algodon en
lactofenol. Se llevaron a ebullicion durante un mi-
nuto flores cercanas a la antesis, con granos de po-
len maduros, luego se extrajeron las anteras, se las
colocé en una gota de colorante durante 12 horas,
necesarias para que tome la coloracion. Se conta-
ron entre 600 y 1500 granos por muestra conside-
randose como normales a los granos turgentes y
bien coloreados y como anormales a los deformes
que no se tifieron o lo hicieron débilmente (D' Am-
brogio de Argiieso, 1986; Singh, 2002).

Resultados

Los resultados fueron: para 4. gratissima 2n=54,
con un tamafo de cromosomas que vario de 0,5 a

2 u. El tamano pequefio de los cromosomas y su
gran numero dificult6 la realizacion del cariotipo.
El comportamiento de los cromosomas en meiosis
fue irregular y la viabilidad de los granos de polen
dio un valor de 92,4% de granos de polen inviable
(Fi

igura 3).

Figura 3. Cromosomas obtenidos de meristemas de
hoja y de flores en Aloysia gratissima 2n=54. a) mito-
sis, b) Telofase I (meiosis), con presencia de numerosos
micronucleos senalados con la flecha (la barra repre-
senta 10 um).

En C. gilliesii, se observaron las mitosis con alto
nimero cromosomico y de tamafio pequefio (0,2 p
aprox.). Los cromosomas en meiosis presentaron
un comportamiento altamente irregular. Las con-
figuraciones en diacinesis indican que seria poli-
ploide con x=5. En la division I, se detecto la pre-
sencia de monovalentes en nimero variado y de
cromosomas rezagados en Anafase [ y Telofase 1.
En la division II de la meiosis, la irregularidad se
manifesto por la presencia de rezagados en Anafa-
se Il y micro nticleos en Metafase Il y Telofase II.
La viabilidad de polen fue del 7% de polen viable
(Figuras 4y 5).

" "1\ " =

Figura 4. Meiosis en Clinopodium gilliesii (Benth.)
Kuntze (syn. Satureja parvifolia). Division I de meiosis
(la barra representa 10 pm).

Benth.)
Kuntze (syn. Satureja parvifolia). Division Il de meio-
sis (la barra representa 10 um).
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En C. mandonii se logro un 2n=54, con un ta-
mafio de cromosomas que vari6 entre 0,2 a 0,6
aproximadamente, siendo una constante para las
tres especies el tamafio pequefio de los cromoso-
mas. La meiosis fue altamente regular, como lo
muestran las configuraciones en division [ y II de
meiosis. La viabilidad de polen fue de 93,4% de
granos de polen normales (Figura 6).

i A v 5 St |
Figura 6. Cromosomas obtenidos de meristemas radi-
culares y de flores en Chenopodium mandonii Willd.
2n=54, a) mitosis, b) Division I de meiosis (la barra
representa 10 um).

Discusion y conclusiones

Del analisis del cariotipo de 4. gratissima sur-
ge que la especie presenta un cariotipo asimétrico,
con un grupo de cromosomas con tamaflo prome-
dio de 0,5 p y otro grupo con un promedio de 2 ,
lo que supone un cariotipo bimodal, asociado a una
especializacion creciente En este caso la asimetria
podria asociarse a la caracteristica de poliploide, a
su habito de crecimiento (perenne) y a la presencia
de caracteres morfologicos especializados relacio-
nados principalmente a su modo de multiplicacion
vegetativa para adaptarse a condiciones ambien-
tales adversas (Stebbins, 1971; Saez y Cardoso
1978). En relacion con el comportamiento de los
cromosomas en meiosis, la hexapoliploidia (con-
siderando x=9) se considera como la causa de una
meiosis altamente anormal, con formaciones de
multivalentes, univalentes, rezagados y puentes en
Anafase I, tipico de especies autopoliploides don-
de la fertilidad se ve severamente afectada. Ello
conduce a que la viabilidad de los granos de polen
sea muy escasa, 7, 50% de viabilidad.

Del mismo modo, en C. gilliesii, 1a alta irregula-
ridad meiotica explica la baja viabilidad del grano
de polen, con la consiguiente disminucion en la
fertilidad. El nimero cromosémico numeroso in-
dica que se trata de un poliploide, considerando
el numero basico x=5. La multiplicidad de figuras
irregulares en meiosis, tales como rezagados en
Telofase I, microntcleos, univalentes entre otras
configuraciones, son la causa de este fenémeno.

Considerando por un lado la escasa capacidad
reproductiva detectada en A. gratissima y en C.
gilliesii, y por otro lado, la excesiva extraccion
a la que son sometidas con fines comerciales, se
concluye que la permanencia de estas especies
en el tiempo estd en grave riesgo. Por ello, se de-
ben considerar alternativas para un uso sosteni-
ble y propender a la conservacion de este valioso
recurso fitogenético, para lo cual se propone la
multiplicacion clonal o micro propagacion de es-
tas especies a fin de aportar como reservorio de
diversidad genética. Ante las desventajas repro-
ductivas descriptas, el caracter poliploide de estas
especies influye para su adaptacion a condiciones
ambientales severas, por lo que su valor selectivo
compensa sus deficiencias en reproduccion y re-
curren a mecanismos apomicticos para sobrevivir
y establecerse.

En C. mandonii la situacion es diferente. Aun-
que se trata de un poliploide (x=9) como los an-
teriores, la regularidad del comportamiento de
los cromosomas en meiosis, alude a un proceso
evolutivo de diploidizacion que justifica esta regu-
laridad reproductiva y el buen poder germinativo
de semillas, condicion provechosa para la conser-
vacion de su germoplasma, lo que urge concretar
pues es una especie altamente sobrepastoreada.
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