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Resumen

Las plantas ideales para remediar suelos contaminados con metales deben ser cultivos de alta
produccién de biomasa y que puedan tolerar y acumular los contaminantes de interés (Ebbs y
Kochian, 1997). Ciertas especies vegetales han desarrollado mecanismos para solubilizar los
metales del suelo. Las raices de estas plantas pueden secretar sustancias movilizadoras de
metales en la rizdsfera llamadas fitoquelatinas (PC) o metalotioneinas (MT) (Puschenreiter et al.,
2017). A su vez los exudados de las raices de estas especies pueden reducir el pH del suelo de la
rizésfera generalmente en una o dos unidades sobre el pH del suelo a granel. Un pH mas bajo del
suelo aumenta la solubilizacién de los elementos (Thangavel y Subbhuraam, 2004). Los iones H+
pueden también desplazar los cationes metdlicos adsorbidos a las particulas del suelo (Alford et
al., 2010). En particular el cultivo de especies vegetales aromadticas no comestibles se ha
propuesto como una opcidn remunerativa y viable que evita la entrada de estos elementos en la
cadena alimentaria (Lal et al., 2008a). Las caracteristicas que hacen que estos cultivos aromaticos
sean Utiles para la fitorremediacién incluyen, su crecimiento perenne con multiples cosechas, tasa
de crecimiento rapido con alta capacidad de produccién de biomasa, propagacién facil y rapida,
sistema de raices profusas, facil de cosechar, tolerante a las condiciones locales de estrés
(variabilidad del pH, metales, sequia y temperatura), alta capacidad de estabilizacién de
oligoelementos y no son comestibles para el ganado (Pandey et al., 2012). Otra ventaja de las
hierbas aromaticas es su capacidad de iniciar la sucesidon ecolégica (Verma et al.,, 2014), la
produccién de aceites esenciales de alto valor agregado, paisajes estéticamente agradables,
generando también habitat de vida silvestre a corto plazo (Pandey, 2012). Los beneficios van
desde ecoldgicos hasta socioecondmicos, cuando se usan plantas aromaticas en la revegetacion
de sitios contaminados (Pandey y Singh, 2015). El hecho de tener una cubierta vegetal en un area
contaminada a su vez permite la estabilizacidn del sustrato, el control de lixiviacidn y erosién, el
control del movimiento de los metales por el viento, aumento de la fertilidad del suelo, secuestro
de CO; (Pandey, 2013). El objetivo del presente trabajo es la construccidn de un banco de
germoplasma a partir de la bioprospeccidon de especies aromaticas nativas, potencialmente
capaces de tolerar altas concentraciones de metales pesados. Con el fin de evaluar
posteriormente su tolerancia a metales pesados y la posibilidad para fito-estabilizar areas
contaminadas.
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Informacion de Relevancia con una discusion técnica

Existe amplia bibliografia que menciona las caracteristicas deseables que deben poseer las
especies vegetales para ser usadas en técnicas de fitoremediacion de suelos. Algunos autores
tales como Ebbs & Kochian (1997); EPA (2000); Ali et al., (2013), consideran importante que las
plantas tengan buena produccién de biomasa aérea y desarrollo radicular, que puedan tolerar,
metabolizar y/o acumular los contaminantes de interés-en este caso metales pesados- que estén
adaptadas a las condiciones ambientales y climaticas del ambiente a remediar, sean de facil
cultivo, manipulacién y cosecha y poco o nada palatable para evitar inconvenientes asociados a
la herbivora y fendmenos de bio-magnificacion.

Las Brassicaceae o las Asteraceae son familias de especies muy conocidas por sus capacidades
para tolerar o acumular metales (Cunningham et al., 1995; Méndez et al., 2008, Vargas Aragon,
2012) y presentan muchas de las caracteristicas recientemente mencionadas, sin embargo la
mayoria de sus ejemplares son especies exéticas para las zonas aridas de Argentina y ademas
cultivables, lo que puede generar problemas de bio-mangificacion.

Por otro lado, en Argentina, el cultivo y la produccidon de especies vegetales nativas es un
interesante recurso para tratar ambientes degradados de zonas aridas y semi-aridas del pais
(Peter et al., 2014; Peano, 2016). Se han logrado importantes avances en la rehabilitacién y
restauraciéon de ambientes aridos empetrolados in situ mediante el uso de especies vegetales
nativas propias de esos sitios (Beider 2012, Pérez 2013; Ceccon & Pérez, 2016) sin embargo,
existen escasos antecedentes en lo que respecta a la fitorremediacién de suelos con metales y
mas aun si pretendemos que dichas tecnologias se realicen con especies nativas (Branzini, 2014;
Salazar, 2017).

Obtener informacién completa sobre la composicién de especies de un determinado sitio permite
expresar mejor las relaciones interespecificas y con el ambiente. Esta clase de estudios es
sustancialmente util para disefiar proyectos de tipo sustentables, aportando informacion precisa
y valiosa sobre los componentes vegetales de un determinado lugar (Perelman et al., 2005). En
este contexto la bioprospeccién se define como la accién que involucra la busqueda, clasificacion
e investigacidn de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas y otros productos
gue posean un valor econdmico actual o potencial y que se hallan presentes en los componentes
de la diversidad biolégica de un determinado lugar (Duarte Torres & Velho, 2009). Para este
propésito es fundamental constituir bancos de germoplasma vegetal, los cuales se definen como
un sitio especifico donde es posible almacenar colecciones de material genético en forma de
semillas, tejidos o células reproductoras de plantas. El objetivo de esta conservacion ex situ estd
vinculado con la preservacién la diversidad genética de la flora de un determinado habitat o
region ecoldgica (Gold et al., 2004) siendo en este caso particular la flora de ambientes aridos con
potencial para ser usadas en tareas de remediacién/restauracion de ambientes mineros. En
general las semillas pueden permanecer almacenadas por tiempos prolongados, sin embargo, la
permanencia y viabilidad dependerd en gran parte de la calidad inicial al momento en que fueron
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colectadas (Gold et al., 2004) y del procesamiento y almacenamiento pos-colecta realizado en
laboratorio.

OBIJETIVOS

El objetivo de este estudio fue realizar en primer lugar la bioprospeccién de especies vegetales
en los sitios mineros y seleccionar las especies que sean potencialmente aptas como recurso
fitorremediador y a partir de esta seleccidn, confeccionar un banco de germoplasma para futuras
investigaciones en el area de la remediacion de suelos con metales. Estos objetivos se enmarcan
dentro de las actividades propuestas para el aiio 2018 y 2019.

METODOLOGIA

Bioprospeccion vegetal en sitios mineros abandonados

El proceso de bioprospeccion se realizd teniendo en cuenta, ademas de los tipicos criterios
propuestos por bibliografia, 3 atributos vinculados al contexto “ambiente arido” y “valorizacién
econdmica post mineria” que son importantes para este trabajo, los cuales se detallan a
continuacion:

1. Especies tipicas de ambientes aridos/semi-aridos: dado que la mineria, sobre todo la
mineria metalifera se desarrolla en estas areas, por lo tanto es fundamental buscar
especies que tengan la capacidad innata de crecer y vivir en esta clase de ambientes y que
no requieran (o en muy baja proporcidn) ningun tipo de intervencion/mantenimiento para
su implantacién y posterior crecimiento.

2. Generalmente las especies mejor adaptadas a sus ambientes son las que denominamos
especies nativas o autdctonas, en este caso de la zona fitogeorgréfica del Monte, las cuales
han co-evolucionado con el ambiente logrando establecerse de forma natural, sin ningin
tipo de intervencion humana.

3. Lavalorizacion econémica de los suelos alterados por la mineria también forma parte de
los planes de cierre minero, por lo tanto las especies deben ser preferentemente
aromaticas, es decir poseer aceites esenciales/resinas o metabolitos secundarios factibles
de ser empleados con algun fin biotecnolégico. Esta caracteristica creemos que es muy
importante para el desarrollo de emprendimientos econdmicos basados en la cosecha de
especies en suelos mineros, dado que se pretende dinamizar y potenciar las micro-
economias de la zona una vez finalizada la explotacidon minera.

Para realizar los muestreos vegetales nos basamos en los principios establecidos por el método
fitosociolégico descripto por Braun-Blanquet (1979) sin embargo realizamos modificaciones
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metodolégicas acordes a los objetivos y tiempos pautados para esta investigaciéon. La
fitosociologia, rama de la ecologia vegetal, estudia las comunidades de plantas desde el punto de
vista floristico, ecolégico, dindmico, corolégico e histérico.

Los sitios seleccionados fueron las instalaciones abandonadas (tuneles y bocas de mina) de las
Minas Ethel y Alejandro donde, en comparacién a las zonas aledafias de las explotaciones, los
suelos presentaban alteraciones en sus estructuras (escombros, suelo desparejo, desniveles).

Se realizé un muestreo por estratos para poder obtener una mejor descripcidon del componente
vegetal, nos basamos principalmente en la observacién ocular a campo para realizar inventarios
floristicos lo mas detallados posible y se estimd la cobertura usando la escala de Braun-Blanquet.
Esta escala combina la Abundancia-Dominancia que estd representada por el nimero de
individuos presentes en un habitat determinado y el aporte de biomasa de cada especie a la
comunidad. Se compone de indices y niUmeros. Los indices inferiores registran la abundancia y se
representan por los signos “+” (un solo individuo, cobertura despreciable) y “r “(mas individuos
que los representados por el signo + pero aun asi la cobertura es muy baja), mientras que los
numeros van gradualmente del 1 al 5 y tienen en cuenta la cobertura-dominancia, siendo el
numero 1 el que representa numerosos individuos/especies, pero muy dispersos y la cobertura
del area es menor al 5% y el nimero 5 representa cualquier nimero de individuos que cubran >
75% del area (Abraham, 2005; Alcaraz Ariza, 2013).

En el laboratorio se analizé la informacién botanica colectada y se la comparé con literatura
especializada. A partir de estos datos se construyeron tablas resimenes solo con aquellas
especies cuyas caracteristicas eran compatibles con los criterios de seleccidn propuestos durante
el proceso de bioprospeccion.

El muestreo fue realizado en la época estival (Marzo del 2018), dado que es el momento de
fructificacién de la mayoria de las especies, una etapa fenoldgica apta para las determinaciones
taxondmicas y la recoleccidn de propagulos para los posteriores ensayos de siembra y confeccion
de banco de germoplasma. Los ejemplares fueron identificados taxondmicamente a través de
claves sistematicas de las floras regionales (Correa, 1999) y los nombres cientificos se actualizaron
segun el catalogo de Plantas Vasculares del Cono Sur.

Seleccion de especies vegetales, colecta de semillas y frutos

Del total de las especies registradas durante la bioprospecciéon en los sitios mineros se
seleccionaron a: Helianthus petiolaris, Grindelia chiloensis, Larrea divaricata y Azorella prolifera,
para dar inicio al estudio de sus interacciones con los metales. Estas especies son tipicas de
ambientes aridos/semiaridos y a simple vista eran las que presentaban mejor crecimiento en los
suelos disturbados por la mineria, ademas existen antecedentes bibliograficos que dan cuenta de
sus aplicaciones en la restauraracion de ecosistemas, sin embargo los usos como recursos
fitorremediadores y tolerantes a metales esta poco estudiado.

Las colectas y disposicidn final de los propdgulos se realizaron en base a las recomendaciones
propuestas por Gold y colaboradores, (2004); Rao y colaboradores (2007) y Elechosa (2009). Se
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llevaron a cabo luego de la floracion de cada especie vegetal (Figura 2 y 3). Es importante tener
en cuenta que las especies silvestres poseen diferentes momentos de floracion, algunas ocurren
de forma continua durante la época primavera-otoiio con varios picos de abundancia mientras
gue otras especies florecen en dos momentos del afio que suele ser a finales de primavera-inicio
de verano y finales de verano-inicio de otofo. Las semillas o frutos se colectaron cuando habian
alcanzado la madurez 6ptima, momento en el que presentan mayor vigor, tolerancia a la
desecacion y longevidad. Para interpretar estas caracteristicas se emplearon diferentes
indicadores visuales tales como cambios de color y consistencia del fruto, color y dispersién de
semillas, entre otros, los cuales varian segun la especie.

Figura 2. Campafia realizada en Mina Alehandro, Mendoza, Argentina.



Figura 3. Campafiia de H. petiolaris.

continuacion, se mencionan los indicadores utilizados para cada planta:

1.

En L. divaricata se observé el color y morfologia del fruto (esquizocarpo), el cual posee
forma esferoidal y se compone por 5 mericarpos hirsutos, cuyo color va cambiando
conforme al estado de madurez, pasando de verde-grisdiceo a marrén/rojizo. La
separacion de los foliculos es otro de los signos de madurez. Al interior de cada foliculo se
encuentra una semilla de textura lisa y de color verde si es inmadura o marrén si esta
fisiolégicamente madura.

En G. chiloensis y H. petiolaris, se emplearon los mismos indicadores visuales que en la
especie anterior, y se agregd el color de los capitulos florales, conforme va madurando
cambian de verde a marrén. Los frutos son pequefios aquenios, glabros y en su estado de
madurez presenta un color marrdn pélido y se desprenden facilmente del papus y del
capitulo que los contiene. Por otro lado, en el caso de Grindelia, dado que es una especie
muy resinosa, en estado maduro los aquenios deben poder separarse facilmente entre si.

En A. prolifera, el fruto es un esquizocarpo y al igual que las otras dos especies es seco y
cuando estd maduro se separan en dos mericarpos monospermos es decir con una sola
semilla, quedando unidos al peciolo por el carpéforo. Son de textura lisa y de una
coloracion levemente marrén cuando estan maduros.



Se evitaron los cortes de ramas para no daiar la parte basal de la planta, que es donde se
encuentran las yemas de renuevo. Para ello fue necesario sacudir las ramas en el interior de una
bolsa de papel, garantizando asi solo la recoleccién de frutos madurados. No se colectaron
semillas/frutos del suelo. En lo posible, para evitar una cosecha intensiva en un mismo individuo,
se realizaron colectas de poca cantidad pero en varios ejemplares.

Acondicionamiento del material pos-colecta

Luego de la colecta a campo, se procedid a realizar la evaluacién y limpieza fisica del material,
tareas que son necesarias para el armado de un banco de germoplasma. Durante este proceso se
evalud (primero a ojo desnudo y luego con lupa) la incidencia de infecciones por insectos/hongos,
asi como también cualquier dafio mecdnico, luego con pincel se procedié a separar todo tipo de
material inerte, desechos e impurezas. No fue necesario realizar secado previo para retirar exceso
de humedad.

Banco de germo-plasma de especies potencialmente remediadoras

Luego del proceso de seleccion y limpieza del material colectado, se procedié al armado de un
banco de germoplasma vegetal. Para ello:

1. Se verificé que el material colectado esté en condiciones de ser almacenado.

2. Serealizaron pruebas preliminares de germinacion en papel (ensayo primeras pruebas de
germinacion).

3. Para el almacenamiento se introdujo el material en pequenas bolsas de madera
previamente rotuladas con un numero de entrada, nombre de la especie, fecha de
recoleccidn, cantidad de material, nombre del colector y geo-localizacién.

4. Por ultimo, se almacenaron en laboratorio en un recipiente con silica-gel.

Viabilidad de las semillas, ensayos de germinacion

Es importante que las colecciones que conforman un banco de germoplasma sean
peridodicamente evaluadas. Una de las pruebas mds recurrentes es analizar la viabilidad del
material mediante pruebas de germinacién ex vitro en cajas de Petri sobre papel absorbente en
condiciones de esterilidad, humedad y temperatura controlada, segun los requerimientos de cada
especie (Rao et al., 2007).

Antes de la desinfeccién del material y siembra en las cajas de Petri, las semillas de G. chiloensis
se lavaron con agua de la canilla segin lo recomendado por Beider (2012), mientras que a las
semillas de A. prolifera, se les realizé una estratificacion en frio/himedad a 4 C durante 14 dias,
ya que la germinacién de muchas apiaceas responde favorablemente a estos procesos (Acuia
Rodriguez, 2013, Troncoso et al., 2020). Los mericarpos de L. divaricata, segin Barbour (1968)
presentan inhibidores quimicos en las cubiertas del fruto que limitan la germinacién, por lo tanto,
fueron lixiviados con agua destilada durante 3 horas para contribuir con la ruptura de dormicién.
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La desinfeccion los propagulos se esterilizaron superficialmente en inmersion y agitacién orbital
(170 r.p.m.) con solucidén de hipoclorito de sodio al 10% y Tween 80 al 0,01% durante 30 minutos.
Se mantuvo una relacion liquida:propagulos de al menos 10:1, luego se enjuagaron con tres
alicuotas de 40 ml de agua destilada estéril y finalmente en flujo laminar se los sembré con pinza
estéril en las cajas Petri de poliestireno transparente las cuales previamente contenian un disco
de algoddn y papel de filtro estéril de aproximadamente 5 mm de espesor humedecido con agua
destilada estéril. El nimero de propdgulos en cada caja de Petri se seleccioné siguiendo las
recomendaciones de Roa y colaboradores (2007).

Las especies arbutivas como G. chiloensis y L. divaricata requieren para germinar temperaturas
entre 15y 20 9C, por lo tanto las cajas de Petri se colocaron durante 7 dias en estufa en oscuridad
a temperatura de 20 + 2 2C y pasado ese tiempo se transfirieron a una cdmara de germinacion
durante 5 semanas con un fotoperiodo de: 13 horas de luz a 20 2C y 11 horas de oscuridad a 15
oC para G. chiloensis (Negrin y Zalba, 2008), 16 horas de luz a 26 2C y 8 horas de oscuridad a 17
oC para L. divaricata (Palacio et al., 2008) mientras que para A. proliefera 12 horas de luz a 20 2C
diay 12 horas de oscuridad a 10 2C (Acuia Rodriguez, 2013).

Se consideré como semilla germinada, la emergencia de la radicula embrionaria a través de las
cubiertas seminales (Varela y Arana, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioprospeccion vegetal

Se registraron en cada sitio minero solo las especies vegetales que mejor representaban los
atributos deseados a los fines e intereses de esta investigacion, lo que dio un total de 21
ejemplares (tabla1ly 2).
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Tabla 1. Bioprospeccién de especies vegetales en Mina Ethel

Especies vegetales Familia Abundancia/  Habito Status
dominancia

Baccharis darwinii Hook. & Asteraceae 2 Subarbusto — Nativa

Arn. Perenne

Grindelia chiloensis (Cornel.) Asteraceae 1 Subarbusto — Endémica

Cabrera Perenne

Junellia seriphioides Verbenaceae 2 Arbusto — Nativa
Perenne

(Gillies & Hook. ex Hook.)

Moldenke

Larrea divaricata Cav. Zygophyllaceae 2 Arbusto- Nativa
Perenne

Lecanophora heterophylla Malvaceae + Hierba- Endémica
Perenne

(Cav.) Krapov.

Neosparton aphyllum (Gillies & Verbenaceae 2 Arbusto — Endémica

Hook. ex Hook.) Kuntze Perenne

Pappostipa  humilis  (Cav.) Poaceae 1 Hierba- Endémica

Romasch. Perenne

Senecio filaginiodes DC. var. Asteraceae 1 Arbusto- Endémica

Filaginoides Perenne

Senecio subulatus D. Don ex Asteraceae 1 Arbusto — Endémica

Hook. & Arn. Perenne

Sporobolus rigens (Trin.) E. Poaceae 1 Arbusto- Endémica

Desv var. rigens. Perenne

Helianthus petiolaris Nutt. Asteraceae 2 Annual Adventicia
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Tabla 2. Bioprospeccion de especies vegetales en Mina Alejandro

Especies vegetales Familia Abundancia/ Habito Status
dominancia

Acanthostyles buniifolius (L.) Asteraceae 3 Arbusto — Nativa

R.M. King & H. Rob. Perenne

Denmoza rhodacantha (Salm- Cactaceae 1 Subarbusto — Endémica

Dyck) Britton & Rose Perenne

Hyalis argéntea D. Don ex Asteraceae + Subarbusto — Endémica

Hook. & Arn. Perenne

Jarava ichu Ruiz & Pav. Poaceae 3 Hierba- Nativa
Perenne

Larrea divaricata Cav Zygophyllaceae 2 Arbusto — Nativa
Perenne

Azorella prolifera (Cav.) G.M. Apiaceae 3 Subarbusto-  Nativa

Plunkett & A.N. Nicolas Perenne

Pappostipa  humilis  (Cav.) Poaceae 2 Hierba- Endémica

Romasch. Perenne

Prosopis flexuosa DC. var. Fabaceae 2 Arbusto — Endémica

Depressa Perenne

Senecio filaginoides DC. var. Asteraceae 2 Arbusto — Endémica

Filaginoides Perenne

Senecio subulatus D. Don ex Asteraceae 2 Arbusto — Endémica

Hook. & Arn. Perenne

El total de los ejemplares, se distribuyen en 8 familias botanicas siendo las Asteraceae la mas
representativa dado que aproximadamente el 40% (9 ejemplares distribuidos en 6 especies
diferentes) pertenecen a esta familia. Las Poaceae son la segunda familia con mayor
representatividad con 4 ejemplares, todos de especies diferentes. Las restantes 6 familias se
componen solamente por 1 o 2 especies.

Para entender el estado de conservacidon de las especies de un determinado ecosistema es
necesario conocer el status de la vegetacion (Godoy-Birki 2015), en este caso el 60% de las
especies censadas son endémicas (viven exclusivamente en un determinado lugar del mundo) y
el 40% restantes son nativas o autdctonas es decir se encuentren en diferentes regiones, incluso
separadas entre si, siempre que se hayan establecido en esa regién de forma natural. Cabe aclarar
gue en ambas zonas de muestreo si bien habia especies exdticas, no fueron incluidas durante el
proceso de bioprospeccién ya que no cumplian con los requisitos de seleccion propuestos para
este trabajo.

De las especies reportadas, el 75% corresponden a habitos de crecimiento arbustivo y sub-
arbustivoy el 25% restante a herbaceas lo que genera en el paisaje una heterogeneidad horizontal
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y vertical. En cuanto a la distribucidén espacial si bien para ambos sitios el porcentaje de suelo
desnudo es de aproximadamente un 70%, se pudo observar que las especies se distribuyen en
forma de parches (Figura 1). Con relacién a los ciclos de vida, son todas perennes, es decir que
perduran 3 afios o mas.

La cobertura y abundancia en Mina Ethel, Lecanophora heterophylla fue la especie con menor
cobertura, seguido por Grindelia chiloensis, Pappostipa humilis, Senecio filaginiodes. var.
Filaginoides y Senecio subulatus, cuyos indices fueron identificados en la escala con el n21, lo que
representa una cobertura menor al 5%. La mayor cobertura se registré con el indice 2 (cobertura
de entre 5-25%) y correspondié a las especies Baccharis darwinii, Junellia seriphioides, Larrea
divaricata y Neosparton aphyllum.

En Mina Alejandro Hyalis argéntea fue la especie con menor cobertura, seguido por Denmoza
rhodacantha cuya cobertura representdé menos del 5% de la superficie censada. Las especies:
Larrea divaricata, Pappostipa humilis, Prosopis flexuosa var. Depressa, Senecio filaginoides var.
Filaginoides y Senecio subulatus alcanzaron una cobertura de tipo 2. A diferencia del sitio anterior,
en Mina Alejandro las especies Acanthostyles buniifolius, Jarava ichu y Azorella prolifera fueron
las que mayores coberturas presentaron en dicha area ya que alcanzaron entre un 25 — 50% del
area, lo que seria el equivalente al indice 3 en la escala de Braun-Blanquet.

Acondicionamiento del material pos-colecta

Como resultados de la limpieza y separaciéon de material bajo lupa binocular (Figura 4),
aproximadamente un 35% de los frutos de L. divaricata (capsulas) fueron descartados dado que
en su interior se encontraban vacios y las cubiertas estaban dafiadas por picaduras de insectos.
Con relacidn a los aquenios de G. chiloensis el 40% del material estaba aglutinando, conformando
una “masa resinosa” de dificil separacion y ademds presentaban dafios mecénicos, por lo que
fueron descartados, mientras un 40% de los esquizocarpos de A. prolifera tenian maculas de color
negro y dafios mecanicos principalmente a la altura del carpéforo y también se descartaron.
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Figura 4. (A) Aquenios dafiados de G. chiloensis. (B) Esquizocarpos de A. prolifera. (C) Capsulas de
L. divaricata.

Banco de germo-plasma de especies potencialmente remediadoras

Los propdgulos de las especies fueron colectados a lo largo de 22 campafias (Tabla 3) siendo la
primera en zonas mineras abandonadas de la provincia de Mendoza y todas las restantes en
diferentes sitios de la provincia de La Pampa, puntualmente en zonas tipicas de la regién
fitogeografica del Monte o de su transicidon ecotonal entre Espinal y Monte que es donde crecen
de forma silvestre.
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Tabla 3. Banco de germoplasma

N2 de acceso Especie Ao y mes Sitio Cantidad de
ejemplares

00012 H. petiolaris 2016-03 Mina Ethel GPS: 36°09'22"S 68°17'56"0 6

00015 H. petiolaris 2016-03 Santa Rosa GPS: 36°37'32"S 64°16'2.7"0 10

00004 H. petiolaris 2016-03 General Pico GPS: 35°40'37"S 63°45'69"0 4

00021 A. prolifera 2016-03 Mina Alejandro GPS: 7
3602' 32"(S),68 28' 05"(W)

00022 G. chiloensis 2016-03 Mina Ethel GPS: 36°09'22"S 68°17'56"0 10

00023 L. divaricata 2017-03 INTA Anguil (lab suelo) 1

00024 L. divaricata 2017-04 ler Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | 7
65°08'41,1"(W)

00025 L. divaricate 2017-04 El Durazno, sobre cantera GPS 36°44'14,66" | 15
(S) 65° 17' 26,9" (W)

00026 L. divaricate 2017-4 Monte GPS: 37°30'54,5" (S) 65°18'38 (W) 10

00027 L. divaricate 2017-12 Unanue S:37° 30' 03,0"//W: 64° 27' 37,6" 6

00028 L. divaricata 2017-12 Unanue S:37° 30' 03,0"//W: 64° 27' 37,6" 6

00029 L. divaricata 2017-1 Unanue S:37° 30' 03,0"//W: 64° 27' 37,6" 6

00030 L. divaricata 2018-1 Chacharramendi 37°20'24.3" (S) >10
65°37'25.3" (W)

00031 L. divaricata 2018-1 Ruta 13 36°42'51.2"(S) 65°17'55.9" (W) >10

00032 L. divaricata 2018-1 Chacharramendi 37°20'24.3" (S) >10
65°37'25.3" (W)

00033 L. divaricata 2018-1 ler Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | >10
65°08'41,1"(W)

00034 L. divaricata 2018-1 2do Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | >10
65°08'41,1"(W)

00035 L. divaricata 2018-1 3er Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | >10
65°08'41,1"(W)

00036 L. divaricata 2018-1 Chacharramendi 37°20'24.3" (S) >10
65°37'25.3" (W)

00037 L. divaricata 2018-2 ler Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | >10
65°08'41,1"(W)

00038 L. divaricata 2018-2 Chacharramendi 37°20'24.3" (S) >10
65°37'25.3" (W)

00039 L. divaricata 2018-3 ler Ecotono (Ruta 14) GPS: 26° 42'20,4" (S) | >5
65°08'41,1"(W)

Viabilidad de las semillas, ensayos de germinacion

Los porcentajes de germinacidn obtenidos para las tres especies seleccionadas fueron inferiores
al 15% (15% G. chiloensis-sitio control, 13% G. chiloensis-Mina Ethel, 10% L. divaricata, 0% A.

prolifera).

En cuanto a los tiempos de emergencia de la radicula para G. chiloensis (en ambas poblaciones) a
los 3 dias de realizado el ensayo se obtuvieron las primeras germinaciones (2% del total) a los 7
dias germind el 6%, y hacia el final del ensayo (dia 15) se registré el mayor porcentaje de
germinacién (entre un 7%y 9%). En L. divaricata, las primeras germinaciones se obtuvieron a los
dos dias (2% del total) y a mitad del ensayo se alcanzé el 10% y ya no se registraron nuevas

germinaciones.
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Una vez finalizado el ensayo, se observaron bajo la lupa las semillas no germinadas. Las semillas
de A. prolifera estaban en su totalidad blandas por lo que se asume que un proceso de
putrefaccidon ocasiond la mortandad embrionaria. En cuanto a las semillas de G. chiloensis se
observé un alto grado de contaminacidn, por lo tanto, se considera que este fue el causante de
la muerte de los embriones, mientras que la apertura de los frutos de L. divaricata un 40% estaban
vacios y los restantes contenian las semillas que en apariencia lucian viables, pero estaban sin
germinar.

A pesar de la esterilizacidn, se observd contaminacién por hongos del género Alternaria sp. en A.
prolifera y G. chiloensis y por Phoma sp. y Plasmodium sp. en L. divaricata (Figura 5) y bacterias
en G. chiloensis. En las 3 especies, al tercer dia de realizada la prueba el 10% del material ya estaba
contaminado, al cabo de una semana el porcentaje ascendié a un 50% y hacia final del ensayo fue
de un 90%.

Figura 5. (A) Aquenios dafiados de G. chiloensis. (B) Esquizocarpos de A. prolifera. (C) Capsulas de
L. divaricata.
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Conclusion

La flora que hemos censado durante el proceso de bioprospeccién representa un importante
avance en la busqueda de nuevas especies tolerantes a metales que no sean comestibles ni
exdticas. Si bien aln desconocemos sus roles como potenciales recursos fito-remediadores de
suelos mineros, el hecho de que se encuentren adaptadas a las severas condiciones ambientales
tipicas de las zonas aridas/semidridas ya les confiere una ventaja por encima de otras especies.

Por otro lado, el estudio de estas plantas en sus interacciones con los metales representa un
desafio desde lo metodoldgico, ya que en general no disponemos de informacién sobre cémo
tratar las semillas, por lo que es necesario confeccionar protocolos de germinacidn y siembra que
nos permita seguir avanzando en la investigacidn de estas especies.

Por ultimo, la creacién de un Banco de Germoplasma de flora nativa resulta vital no solo en las
investigaciones para remediacion de suelos sino fundamentalmente como accion preventiva que
permita evitar pérdidas de biodiversidad, asegurando la conservacidn a largo plazo de estos
ecosistemas.
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