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Presentacion

Los proyectos de investigacion en aromaticas y medicinales del INTA se plantearon desde
su inicio sobre el fundamento del trabajo interinstitucional y multidisciplinario para aprove-
char complementariedades en el accionar conjunto entre el sector publico (Estaciones Ex-
perimentales del INTA, universidades e institutos de investigacion, INASE, etc.) y el ambito
privado, representado por las camaras del sector: Camara argentina de especias, molineros
de pimenton y afines (especieros-acopiadores) (Caempa); Camara argentina de productores
y procesadores de especies aromaticas, medicinales y afines (Cappama) y Camara empre-
saria de laboratorios farmacéuticos (Cooperala), asi como cooperativas y asociaciones, ge-
nerando una sumatoria de energias que potencien el esfuerzo individual de cada institucion,
en pos de lograr un mayor impacto en el desarrollo de las plantas aromaticas y medicinales.
Los objetivos que se plantearon incluyeron actividades tendientes a la obtencién de pro-
ductos tangibles tales como la inscripcién de nuevos cultivares; el desarrollo de tecnologias
aplicadas; publicacion de manuales de buenas practicas, entre otras. Los estudios debian
ser regionales y/o por cultivo, atendiendo a las caracteristicas particulares de cada region y
Su gente.

Asi, las actividades se enfocaron prioritariamente a la evaluacion de material genético nati-
vo e introducido, tendiente al desarrollo de nuevos cultivares, adaptados a las condiciones
locales, y que respondan a la calidad exigida por los mercados. La realizacién de estudios
para optimizar el manejo de los cultivos, asi como la calidad de la materia prima producida.
El trabajo con los productores, fomentando su organizacién y capacitacion; aportandoles
informacion econdmica y de mercados; fomentando la comunicacion entre los distintos com-
ponentes de la cadena de aromaticas.

Ponemos a vuestra disposicion esta Memoria técnica, que sintetiza el trabajo de investiga-
cioén de los ultimos afos, sumando informacion a las publicaciones de extension que se han
brindado a los productores por distintos medios (jornadas presenciales, boletin electrénico
Aromas Pampeanos, publicaciones en la web).

Se presentan resimenes de articulos que, en su mayoria, han sido publicados en revistas
nacionales e internacionales o expuestos en congresos de la especialidad.

Con la esperanza de contribuir al desarrollo de los cultivos de aromaticas y medicinales en
nuestro pais, les envio un cordial saludo en nombre de todos los integrantes de este equipo
de trabajo.

Ing. P. A. M.Sc. Ignacio E. Paunero
Coord. (int.) Proyecto especifico de aromaticas y medicinales del INTA
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El cultivo de mostaza como hortaliza de hoja
para consumo en fresco

Paunero, I.E.; Corbino, G.B.
EEA San Pedro, INTA. San Pedro, Bs. As.
paunero.ignacio@inta.gob.ar

Introduccién

Con el objetivo de evaluar nuevas alternativas de hortalizas de hoja, para su cultivo en invernade-
ro, durante las campanas 2013 y 2014, se realiz6 la siembra de mostaza marrén (Brassica juncea)
utilizando variedades importadas, especialmente desarrolladas para su consumo en fresco.

Materiales y métodos

Las semillas utilizadas fueron de origen japonés, del semillero Tokita. Se utilizaron las variedades
comerciales Golden Streaks (verde) y Ruby Streaks (violacea). Se sembraron a “chorrillo”, cuatro
filas de cada variedad sobre camas de siembra con dos mangueras de riego por goteo. Se midio el
numero de cortes y el peso fresco por corte y total. Los cortes se efectuaron a 5 cm del suelo para
favorecer el rebrote. Se observo el ataque de plagas y enfermedades. Sobre extractos de hoja
se midi6 la capacidad antioxidante (CA) por el Método del DPPH; el contenido de fenoles totales
(CFT) por Folin Ciocalteu’s y las antocianinas (A) por el Método del pH1. Se efectudé una degusta-
cion, donde participaron 40 personas que no conocian esta hortaliza, para conocer su aceptacion.
Se observo la capacidad de conservacion en heladera. Las diferencias entre las medias de los
tratamientos se analizaron estadisticamente mediante el test de Duncan (a=0,05).

Resultados y discusién

Las fechas de siembra y fechas de los distintos cortes de cada afio se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Fechas de siembra y corte en el cultivo de mostaza en invernadero.
San Pedro, afios 2013 y 2014.

2013 Golden 6 mayo 10 junio 15 julio -
agosto septlembre septlembre

Ruby = ===

2014 Golden 5mayo 11junio 30junio 21 julio 12 --- ---

agosto
Ruby 29 22

agosto  septiembre




La altura de plantas y el peso por corte de cada afo se presentan en las tablas 2 y 3.

Tabla 2: Altura en centimetros y peso en kilogramos de cada corte. San Pedro, afio 2013.
| dtcome  2ccote  3fcote  4fcote  Secorte
Afio. Variedad Altura Peso Altura Peso Altura Peso Altura Peso Alura Peso.

Ref: letras mindsculas iguales para la altura y el peso, dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
estadisticas significativas entre cortes de una misma variedad. Letras mayusculas iguales para la altura y el peso,
dentro de la misma columna, indican que no existen diferencias estadisticas significativas entre variedades de un
mismo corte

Tabla 3: Altura en centimetros y peso en kilogramos, de cada corte. San Pedro, afio 2014.

Ref: letras minusculas iguales para la altura y el peso, dentro de la misma fila indican que no existen diferencias estadisticas signifi-
cativas entre cortes de una misma variedad. Letras mayusculas iguales para la altura y el peso, dentro de la misma columna, indican
que no existen diferencias estadisticas significativas entre variedades de un mismo corte

El rendimiento total fue de 9,98 y 4,93 kg.m2 para Golden, y 5,52 y 6,75 kg.m? para Ruby, en el
primer y segundo afo, respectivamente. Observandose que Ruby presentd mayor estabilidad en
los rendimientos mientras que Golden sufrid variaciones entre anos cercanas al 50 %. Hubo inte-
raccion significativa: afo x variedad; afio x N.° de corte; variedad x N.° de corte y afio x variedad
x N.° de corte.

Como enfermedad, ambos cultivares fueron susceptibles al ataque de Sclerotinia sp. en ambien-
tes de alta humedad. Como plaga se observo Plutella sp.

Ruby superd significativamente al cultivar Golden en CA, fundamentalmente debido al mayor con-
tenido de A (tabla 4).
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Tabla 4: capacidad antioxidante (CA); contenido de fenoles totales (CFT)
y antocianinas (A) en mostaza en fresco. San Pedro, afio 2014.

Ruby 3,11a 6,41 a 8,78 a
Golden 2,38b 525a 0,62b

La conservacion a 2,45 °C y 73 % de humedad permitié conservar las hojas con buena calidad por
7 dias, registrandose un 2 % de pérdida de peso.

En la degustacion efectuada el 61 % de las personas consultadas indico “me gusta”.

El cultivo de mostaza para su consumo en fresco es una alternativa viable para los productores
de la regién pampeana.

\e V7

Variedad Golden Streaks Variedad Ruby Streaks

Bibliografia
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Mancha foliar por Alternaria brassicae en mostaza blanca
en Parana, Entre Rios

Veldzquez, P.D.

Grupo Factores Bidticos y Proteccion Vegetal.
INTA EEA Parana.
velazquez.pablo@inta.gob.ar

Introduccién

Alternaria brassicae ha sido citada a nivel mundial sobre numerosos cultivos y malezas perte-
necientes a las cruciferas conjuntamente con A. brassicicola y A. japonica, esta Ultima asociada
principalmente a rabano (Raphanus sativus L.) (Rimmer et al., 2007). Hasta el momento, en la
provincia de Entre Rios, A. brassicae es la unica especie del grupo hallada en el cultivo de colza
(Brassica napus var. oleifera L.) (Formento, 2014).

En Argentina, en el ciclo agricola 1996/97, Garbagnoli e Irigoyen (1999) hallaron que A. brassicae
y A. brassicicola fueron los hongos mas relevantes en muestras de semillas de mostaza blanca
(Sinapis alba L.) provenientes de Buenos Aires, Santa Fe y Cérdoba y resultaron ademas los mas
virulentos en pruebas de patogenicidad. Recientemente, Astiz Gasso et al. (2008) y Gaetan et al.
(2008), analizando muestras de diferentes procedencias de la region pampeana, indican a Alter-
naria como uno de los géneros fungicos asociados a semilla de mostaza blanca.

Las primeras referencias en nuestro pais sobre A. brassicicola 'y A. brassicae, agentes causales
de la mancha negra y la mancha gris respectivamente en mostaza blanca, corresponden a Gaetan
y Madia (2010) quienes realizaron monitoreos en el SE de Buenos Aires desde 2006.

En el campo experimental de la EEA Parana del INTA, a mediados del mes de septiembre de 2014,
se observaron sobre plantas en floracién de mostaza blanca sembrada el 27/05, sintomas en las
hojas inferiores consistentes en manchas concéntricas con el centro castafio oscuro de 1-3 mm y
rodeadas de un halo clorético (figura 1) y otras de mayor tamafio (6-10 mm) sin halo (figura 2).

El objetivo fue determinar el agente causal de las manchas foliares observadas en hojas de mos-
taza blanca en la EEA Parana del INTA durante el afio 2014.

Materiales y métodos

A partir de manchas foliares de plantas de mostaza blanca cv. Delfina INTA colectadas en el
campo experimental de la EEA Parana del INTA (figuras 1y 2), se realizaron técnicas fitopatol6-
gicas de rutina (camaras humedas y observaciones en lupa estereoscdépica y microscopio 6ptico)
y estudios morfométricos del agente causal. Para la identificacion del patdgeno se consulto la
bibliografia disponible (Rimmer et al., 2007; Simmons, 2007). La evaluacion de la enfermedad
en el campo se realizé considerando la incidencia como porcentaje (%) de plantas con sintomas
mientras que la severidad se estimé empleando la escala diagramatica de seis grados (0-5) para
evaluar tizén foliar por A. brassicae en hojas de mostaza de la India [Brassica juncea (L.) Czern &
Coss] propuesta por Shrestha et al. (2005).
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Figura 1. Manchas pequefias rodeadas de halo Figura 2. Manchas con ausencia de halo clorético
clorético en hoja de mostaza blanca. en hoja de mostaza blanca.

Resultados y discusion

Se obtuvo abundante esporulacion en el centro de las manchas (figura 3) con conidios de gran
tamafio dispuestos sobre conidioforos (figura 4).

i & . K
: bl <
Figura 3. Esporulacién abundante en el centro de  Figura 4. Conidiéforos y conidios de gran tamario.
una mancha foliar.

Los conidios midieron 154-236 ym x 17-31 ym (n=20), con 9-15 tabiques horizontales y 0-2 tabi-
ques verticales y se caracterizaron por una coloracién dorada-brillante (figura 5). El hongo identifi-
cado fue Alternaria brassicae (Berk.) Sacc., agente causal de la mancha gris de la mostaza blanca
(Gaetan et al., 2012).

10
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Figura 5. Conidios dorados, claros y brillantes
de A. brassicae.

Se diferenciaron claramente lesiones jovenes, circulares, levemente deprimidas, con el centro
castano oscuro rodeado por una zona mas clara y con un margen mas oscuro (figura 6A) de aque-
llas mas avanzadas delimitadas por nervaduras, esporuladas, de forma irregular y algunas con
margenes difusos (figuras 6B, 6C y 6D).

Figura 6. Diferentes tipos de manchas ocasionadas por A. brassicae en hojas
de mostaza blanca. A. Lesion joven. B-C-D. Lesiones avanzadas.

Memoria técnica: Investigaciones en plantas aromaticas y medicinales 1



Los sintomas ocasionados por A. brassicae se observaron asociados a los de la bacteria Xanthomo-
nas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (figura 7), causante de la podredumbre negra o man-
cha en “V” determinada recientemente en la EEA Parana sobre mostaza blanca (Velazquez, 2014).
En hojas senescentes del estrato inferior se pudieron observar lesiones necroticas de mayor tama-
Ao y con abundante esporulacién (figura 8).

Ny

Figura 7. Manchas ocasionadas por A. brassicae  Figura 8. Hoja senescente de mostaza blanca con
y por X. campestris pv. campestris (flecha) en una sintomas ocasionados por A. brassicae.
hoja de mostaza blanca.

A nivel de parcela se determinaron niveles bajos de incidencia (hasta 5 %) y de severidad (grado
2 =610 % del area foliar afectada) de la enfermedad.

En general, el patdgeno requiere de presencia de agua libre o humedad relativa mayor a 95 %
y 21-28 °C para la germinacion de los conidios mientras que para el desarrollo de los sintomas
y la produccién de indculo secundario es necesario un rango de temperatura de 11-23 °C. Una
caracteristica saliente de A. brassicae es que penetra a través de los estomas mientras que A.
brassicicola lo hace en forma directa sobre el tejido. El hongo sobrevive en rastrojos y es transpor-
tado por semillas, aunque esta ultima forma de sobrevivencia y dispersion no es muy significativa
(Rimmer et al., 2007).

Durante el mes de agosto de 2014 no se registraron precipitaciones, pero en las dos primeras dé-
cadas de septiembre se acumularon 74,2 mm en 7 dias, con un mojado foliar diario de hasta 23 h,
valores de temperatura maxima diaria de 14-26 °C y una humedad relativa media diaria de hasta
el 100 % (Observatorio Agrometeorolégico INTA EEA Parana). Estas condiciones pudieron haber
favorecido los eventos infectivos y el posterior desarrollo de la enfermedad.

Conclusiones
El agente causal de las manchas foliares observadas en mostaza blanca en la EEA Parana del
INTA correspondio al hongo Alternaria brassicae. Este es el primer reporte de la presencia de
A. brassicae en mostaza blanca en la provincia de Entre Rios.

Agradecimiento

Ala Ing. Agr. A. Norma Formento (Grupo Factores Bioticos y Proteccion Vegetal, INTA EEA Para-
na) por sus aportes y sugerencias para la elaboracion del presente trabajo.
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Podredumbre negra o mancha en “V” (Xanthomonas campestris pv.
campestris), importante enfermedad de la mostaza blanca
en Parana, Entre Rios

Velazquez, P.D.

Grupo Factores Bioticos y Proteccion Vegetal.
INTA EEA Parana
velazquez.pablo@inta.gob.ar

Introduccioén

La podredumbre negra o mancha en “V” es la enfermedad mas importante de las brasicaceas (Wi-
lliams, 2007) a nivel mundial. Su agente causal es la bacteria Xanthomonas campestris pv. cam-
pestris (Xcc) (Pammel) Dowson. Afecta a numerosos cultivos y malezas, entre ellas a la mostacilla
(Rapistrum rugosum L.) (Formento, com. pers., 2015). En el sudeste de la provincia de Buenos
Aires se manifiesta principalmente en afios humedos y lluviosos (Gaetan et al.,, 2012) mientras
que en Entre Rios es la mas comun y una de las mas importantes en algunos cultivares de colza
(Brassica napus var. oleifera L.) (Formento, 2014). En Paraguay, donde las condiciones climaticas
son similares a las de Entre Rios, es actualmente el principal problema sanitario de la colza, alla
denominada canola (Formento, com. pers., 2016). Durante los anos 2013, 2014 y 2015 fue la en-
fermedad prevalente en la Red de Cultivares de Colza de la EEA Parana (Schutt de Varini et al.,
2014; Formento et al., 2015; Velazquez et al., 2016).

Esta bacteriosis es comun en afios con elevadas temperaturas y alta humedad relativa ambiente
en el periodo vegetativo de las plantas (Fernandez Valiela, 1975). La infecciéon ocurre con una
humedad relativa del 100 % y temperaturas de 22 a 26 °C mientras que la aparicion de sintomas
sucede 10-15 dias luego de la infeccion con temperaturas superiores a 25 °C (Gandhi, 2005; Wi-
lliams, 2007).

La primera referencia en Argentina sobre la presencia de Xcc causando manchas foliares en mos-
taza blanca (Sinapis alba L.) corresponde a Gaetan (2007), quien determiné la enfermedad en el
norte de la provincia de Buenos Aires en 2006 y realizé estudios de patogenicidad sobre colza con
resultados positivos. En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, Gaetan y Madia (2010) para
los ciclos agricolas 2006 a 2009 determinaron en mostaza blanca una incidencia promedio ma-
yor a 13 %, tanto en lotes comerciales como de experimentacion. Galotta et al. (2014) evaluaron
ensayos situados en Arrecifes y San Pedro (norte de Buenos Aires) y expresan que la colza mani-
festaria en el campo una mayor susceptibilidad a Xcc que la mostaza blanca, con niveles mayores
de incidencia y de severidad y eventuales infecciones en silicuas. En el ciclo 2013/14, Del Moro et
al. (2014) registraron en San Pedro una baja severidad de la bacteriosis en las etapas iniciales del
cultivo e indican que la patologia se presenta sistematicamente en cada ciclo agricola.

A mediados del mes de agosto de 2014, en el campo experimental de la EEA Parana del INTA,
se observaron plantas pertenecientes a un cultivar de mostaza blanca sembrado a mediados de
mayo con sintomas semejantes a bacteriosis consistentes en lesiones expandidas hacia la nerva-
dura central y en forma de “V”, de aspecto seco, centro marrén y marcado halo clorético (figura 1).
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Figura 1. Mancha en forma de “V” con halo
clorético en hoja de mostaza blanca.
Fecha: 15/08/14.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la sintomatologia, estimar niveles de incidencia y se-
veridad e identificar el agente causal de las manchas foliares en forma de “V” observadas en un
cultivar de mostaza blanca en la EEA Parana del INTA durante el afio 2014.

Materiales y métodos

El trabajo se realizé en 2014 en la EEA Parana del INTA (Oro Verde, Entre Rios) sobre seis par-
celas del cv. Delfina INTA de mostaza blanca sembradas el 27/05 y consistentes de 6 surcos de
6 m de largo distanciados a 0,22 m (7,92 m?) cada una. El antecesor inmediato fue soja (Glycine
max L.). Los diferentes estados fenoldgicos fueron determinados de acuerdo a la escala BBCH
(Lancashire et al., 1991). Hojas con sintomas de plantas en el estado 65 (plena floracion) fueron
colectadas y enviadas al Centro de Investigaciones en Fitopatologia (CIDEFI) de La Plata (Buenos
Aires) para la identificacion del agente causal. La evaluacion de la enfermedad se realizé a través
del tiempo considerando la incidencia como porcentaje (%) de plantas con sintomas mientras que
la severidad se estimé empleando una escala ad hoc basada en el porcentaje (%) de area foliar
afectada entre 0 y 100. Para analizar la importancia de algunos factores agroclimaticos se utiliza-
ron los registros de lluvia, mojado foliar, temperatura maxima y humedad relativa media obtenidos
de la Estacion Meteoroldgica Automatica de la EEA Parana.

Resultados y discusién

Mediante aislamientos en medios selectivos y diferenciales, y pruebas microbiolégicas y molecu-
lares se determino que la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris (Alippi, com. pers.) fue
el agente causal de los sintomas observados.

Durante julio de 2014 se registraron 55,2 mm de lluvias, dias con mas de 12 h de mojado foliar, va-
lores de humedad relativa superiores al 90 %, asi como también temperaturas maximas cercanas
alos 25 °C. Por una parte, estas condiciones pudieron haber favorecido los eventos infectivos y el
posterior desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, en agosto no se presentaron lluvias, el mo-
jado foliar no supero las 8 h diarias y las temperaturas maximas alcanzaron los 32 °C. Asimismo,
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septiembre se destaco por llover 80 mm y por tener dias con hasta 22 h de mojado foliar y 26 °C
de temperatura.

Los sintomas observados fueron lesiones situadas en su mayoria las mas jovenes en el tercio
superior de las plantas. Estas presentaban aspecto acuoso y un leve halo de color verde claro o
amarillento (figura 2A). Las lesiones mas avanzadas manifestaron areas relativamente grandes
completamente secas rodeadas de un halo amarillento con gran pérdida de area foliar verde debi-
do a la coalescencia de estas (figura 2B).

Figura 2. Hojas de mostaza blanca con diferentes sintomas de
podredumbre negra. A. Sintomas iniciales. B. Sintomas avanzados.

Figura 3. Acortamiento de la nervadura Figura 4. Oscurecimiento de nervaduras en hoja
central con “acartuchamiento” de la hoja de mostaza blanca causado por Xcc.
causado por Xcc. 1zq.: hoja sana. Der.: hoja
sintomatica.
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Otros sintomas tipicos observados y también citados para colza fueron el acortamiento de la ner-
vadura central produciendo un “acartuchamiento” de las hojas (figura 3) y la coloracion oscura que
toman las nervaduras (figura 4).

En la primera evaluacion realizada (15/08/14) la incidencia de podredumbre negra fue de 92,5 %
mientras que la severidad fue de 38,3 % (figura 5).
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Figura 5. Progreso de la severidad de la podredumbre negra o mancha en

“V” en mostaza blanca cv. Delfina INTA. INTA EEA Parana. Aiio 2014. Los

numeros sobre la curva representan el estado fenolégico del cultivo segun
la escala BBCH (Lancashire et al., 1991).

Los elevados niveles iniciales de incidencia y severidad registrados se debieron a que las evalua-
ciones recién se efectuaron cuando se observaron sintomas severos de la enfermedad en el estra-
to inferior de las plantas que llamaron su atencién y motivaron la realizacion del presente trabajo.
Ademas del tipico sintoma de mancha foliar en “V”, las plantas presentaron una defoliacion severa
anticipada (figura 6) que comenzo en el estrato inferior del cultivo (figura 7) y continué en sentido
ascendente ocasionando que la severidad se incrementara en el tiempo superando el 80 % a fines
de floracion (estado 69, 25/08/14) y el 90 % cuando las silicuas habian alcanzado el 50 % de su
tamarno final (estado 75, 10/09/14). Cuando casi todas las silicuas alcanzaron su tamano final (es-
tado 79, 08/10/14), la severidad fue del 95 % (figura 8). Durante 2015, la podredumbre negra fue la
principal enfermedad en parcelas de mostaza blanca en la EEA Parana del INTA con valores de
incidencia y severidad que superaron el 90 % (Velazquez, 2016).

Recientemente, Velazquez et al. (2016) determinaron en colza que el progreso de la podredumbre
negra en los genotipos mas susceptibles presentd una curva sigmoidal, tipico de las enfermeda-
des policiclicas. Tanto las condiciones climaticas favorables como las heridas causadas por insec-
tos, viento o practicas culturales influyen marcadamente en el numero de ciclos de infeccion y por
lo tanto en el incremento de la enfermedad (Goto, 1992).
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Figura 7. Estrato inferior del cultivo con defoliacion severa
(10/09/14).

Figura 6. Detalle de una planta con
defoliacién severa (10/09/14).

Figura 8. Parcela de mostaza blanca severamente afectada
por podredumbre negra (08/10/14).

La cantidad de in6culo inicial (Y,) tiene una importancia relativamente menor en la severidad final
de este tipo de bacteriosis, siendo mas importante el numero de ciclos de la enfermedad. Entre
las técnicas frecuentemente disefiadas para enfermedades policiclicas, la resistencia cuantitativa
u horizontal, la modificacién del ambiente y el control quimico durante el cultivo son herramientas
indicadas para disminuir la tasa de incremento (r) de una enfermedad y con ella el nimero de ci-
clos infectivos (March et al., 2010).

En el futuro sera necesario realizar estudios epidemiolégicos de la podredumbre negra en el cultivo
de mostaza blanca ya que la caracterizacion de las curvas de progreso de una enfermedad aporta
informacion importante para implementar estrategias efectivas de manejo y control (Fry, 1982).

Conclusiones

La bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris fue el agente causal de la podredumbre ne-
gra o mancha en forma de “V” presente en mostaza blanca en la EEA Parana del INTA durante

18



2014. La sintomatologia tipica, consistente en lesiones foliares en forma de “V” y rodeadas de un
halo clorético, coincidié con lo descripto para otras brasicaceas. La enfermedad estuvo asociada
principalmente a lluvias, originando elevados niveles de incidencia y severidad con destruccion
de tejido foliar. Debido a que diversos cultivos y malezas brasicaceas comparten el patégeno, se
continuaran con los estudios epidemioldgicos de esta bacteriosis en mostaza blanca. Este es el
primer reporte de la presencia de X. campestris pv. campestris en mostaza blanca en la provincia
de Entre Rios.
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Analisis de los margenes brutos de los cultivos de mostaza blanca
(Sinapis alba L.) y coriandro (Coriandrum sativum L.).
(Zona Norte, Bs.As. Campana 2015/2016)

Levy, G.; Arizio, O.; Curioni, A.
Universidad Nacional de Lujan.
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Introduccién

El coriandro (Coriandrum sativum L.) y la mostaza blanca (Sinapis alba L.) son cultivos de ciclo
inverno-primaveral de zonas templadas, alternativas al cultivo de trigo, a la colza y a otros cereales
de invierno y por ende integran las rotaciones, en un doble cultivo con la soja de la regién pampea-
na humeda. Su agrotecnologia de produccion es similar a los cultivos de granos extensivos, son
cultivos altamente mecanizados.

El coriandro es una especie aromatica perteneciente a la familia de las Apiaceae (ex umbeliferae)
cuyos granos son empleados enteros o molidos como condimento en la industria alimenticia y
también en la formulacion de numerosas mezclas de especies, la principal es el polvo curry. Posee
propiedades medicinales, es empleado como medio aromatico, colagogo y estimulante; ademas
se utiliza en tratamientos de vomitos, cdlicos y diarreas. Argentina es un importante productor y
exportador de coriandro en grano al mercado regional, destinado principalmente a Brasil; la su-
perficie sembrada de coriandro ha oscilado entre 2000 y 2500 ha, el grueso de ellas en la prov.
de Buenos Aires, con una producciéon de 2000 a 2500 t.afio™ y un consumo interno de alrededor
de 1300 t.afio" (1100 como condimento y 200 como materia prima para esencia), lo que permitié
saldos exportables de entre 500 y 1000 t.afio' de grano segun los resultados de las diferentes
campanas (Arizio et al., 2010); a su vez esta especie presentd, entre el 2002 y 2011, tasas anuales
promedio acumulativas en términos de valor de las importaciones mundiales, superiores al 10 % (Ari-
zio y Curioni, 2014). Las importaciones mundiales de coriandro, en términos de valor, han sufrido
un constante aumento en la serie 1990-2009, con incrementos del 197 % entre el primer y ultimo
quinquenio; la expansion de las importaciones mundiales en términos de valor, durante los ultimos
20 anos, registroé una tasa anual acumulativa del 7 %, con tasas de 7,6 y 13,8 % para el primero y
ultimo decenio respectivamente (Arizio y Curioni, 2011).

La mostaza blanca es una especie de la familia de las cruciferae, sus semillas poseen un intenso
sabor acre, pueden utilizarse enteras o molidas después de ser extraido el aceite; la harina se
utiliza para la elaboracién del condimento o aderezo, conocido con el mismo nombre. La superfi-
cie sembrada de mostaza en la Argentina en la década de 1990 ha oscilado durante los ultimos
anos alrededor de las 400 ha, generando una produccién cercana a las 200 t.afio™, lo que arroja
un rinde promedio de unos 500 kg/ha. Sin embargo los niveles de producciéon no alcanzan para
satisfacer las necesidades de la industria de produccion de mostaza elaborada, por lo cual se
presentan niveles crecientes de importaciones, llegando en el quinquenio 2004-2008 a casi 700
toneladas anuales con precios promedios de importacién entre los 0,40 y 1.00 USD.kg™". Nuestro
pais presenta un crecimiento en la exportacién permanente en los productos derivados de la mos-
taza (harina y mostaza preparada) con destino hacia los paises de la regién, superando las 500 t
y los 500 mil USD en el quinquenio mencionado (Curioni et al., 2010), es decir, que producimos o
importamos granos para exportar productos elaborados, es decir, con valor agregado.

La insercion de estos cultivos en los sistemas productivos pampeanos implica conocer no solo su
tecnologia de produccion, cosecha y poscosecha, sino también los precios de comercializacién,
las empresas compradoras de los granos, la disponibilidad de insumos, los costos de produccion y
finalmente la rentabilidad del cultivo lo cual induciria o no a suplantar una parte de la superficie de
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produccidn destinada a los cultivos invernales tradicionales y destinarla a la produccion de estas
especies aromaticas y medicinales. Por todo esto, los objetivos de este trabajo son: 1) presentar
los margenes brutos de coriandro y mostaza para la regién centro-norte de la provincia de Bue-
nos Aires; 2) realizar un analisis de sensibilidad para cada cultivo analizado utilizando 3 niveles
de rendimiento fisico posible y 3 niveles de precios; 3) calcular los distintos retornos por unidad
monetaria gastada o inverida en el cultivo; 4) comparar los MB de ambos cultivos (a precio y ren-
diemiento medio) con el margen bruto (MB) del trigo para la misma region, pues posee similitudes
tecnoldgicas ademas de coincidir su ciclo productivo.

Materiales y métodos

El margen bruto de una actividad es el valor de la produccién menos los costos directos que le son
atribuibles (Gonzales y Pagliettini, 2004) y es utilizado en la empresa agropecuaria como herra-
mienta de planificacion de corto plazo para comparar las distintas alternativas de cultivo posibles
de realizar sin modificacion relativa de al menos un factor de produccion (normalmente tierra o
capital). La metodologia del MB evaltua econdmicamente la diferencia entre costos directos totales
(CDT) y el ingreso bruto (precio x rendimiento) estimados por hectarea del cultivo evaluado. Los
CDT se obtienen de sumar los costos directos fijos (CDF) y los costos directos variables (CDV).
Dentro de los CDF encontramos los costos de implantacion (Cl) que surgen de sumar las labores
€ insumos necesarios para la siembra y proteccién del cultivo en cuestion. Estos CDF constituyen
un gasto real del productor que quedara inmovilizado y expuesto a los riesgos ambientales (bio-
l6gicos y climaticos) y de mercado (precio) por un periodo relativamente largo, esto es hasta la
cosechay venta de lo obtenido por la inversion realizada. Esto nos indica que los CDF representan
para el productor la inversion de mayor riesgo, ya que al incurrir en ellos no se puede conocer con
certeza el nivel de rendimiento ni los precios reales que se obtendran al finalizar el cultivo. Los
CDV son aquellos que se incurren durante la cosecha y poscosecha como limpieza y clasificacion,
flete y comercializacion, que en general se valorizan en funcion del nivel de rendimiento fisico
real que se obtiene del cultivo. Estos CDV representan inversiones inmovilizadas por un tiempo
generalmente corto y rara vez implican un desembolso monetario real para el productor. EIl MB
por hectarea representa el ingreso neto para obtener por hectarea, el cual permite al productor
seleccionar mediante la comparacién, la o las alternativas de produccion mas convenientes. En
el MB no se incluyen los costos indirectos, ni las amortizaciones de la empresa agropecuaria, ya
que estos costos son independientes de las alternativas o actividades productivas de la campafa
agricola.

La evaluacion ex-ante permite, a partir de datos estimados, comparar las distintas alternativas de
produccién y tomar decisiones mas certeras permitiendo analizar la posibilidad de insertar en la
rotacidn cultivos alternativos a los commodities agricolas convencionales, en este caso el trigo
o la colza o la cebada. También puede realizarse ex-post utilizando los costos, rendimientos y
precios reales para comparar lo estimado en la etapa de planificacion. Esta herramienta no debe
ser utilizada para responder sobre la continuidad productiva de la empresa agropecuaria ni sobre
cuestiones de inversiones que modifiquen la relacion de los factores de capital disponibles (Tierra,
Capital y Trabajo) en el largo plazo.

El MB presentado para los cultivos de coriandro y mostaza se elabor6 en doélares para poder
compararse con los MB de trigo elaborados por INTA Pergamino (Mufioz, 2015). El valor del dolar
empleado fue de 8,84 $.USD"'; para las labores el valor de la UTA utilizado fue 39,6 USD.ha"'. En
1.2 lugar se armo el costo de implantacion (Cl), que consta de dos subitems: labores e insumos. En
la tabla del MB con andlisis de sensibilidad a los Cl se agregaron los costos de cosecha, limpieza
y clasificacion (CC y L y C), costos de las bolsas y flete largo. La suma nos dara el costo total (CT)
que permitié obtener el MB con analisis de sensibilidad con 3 posibles niveles de rendimientos y
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precios. Con el ingreso bruto (IB= precio del grano x rendimiento) y el CT se determiné el MB (IB-
CT) y luego el retorno (R) por peso invertido en esta actividad (R= MB/CT) para cada combinacién
de precio y rendimiento.

La implantacion del cultivo de coriandro se realiza en siembra directa (SD) con fertilizacion simul-
tanea y para el caso de la mostaza, se plasmé una siembra convencional con fertilizacion, las
labores primarias y secundarias se plantearon con cincel, disco doble accién y disco mas rastra de
dientes; también se puede hacer el planteo en SD, similar a lo del coriandro. Las actividades duran-
te el desarrollo del cultivo se orientaron al control de las malezas, no se plantearon la aplicacion de
insecticidas o fungicidas, pues estas labores dependen de la aparicién de estas adversidades. No
se debe descartar el uso de curasemillas en los casos de simientes que presenten coloraciones
oscuras y manchas, indicadoras de condiciones adversas (elevadas precipitaciones y/o humedad
relativa) durante el secado del cultivo y por ende la presencia de patdégenos que pueden producir
disminucion en el 1.2 componente del rendimiento que es el numero de plantas por superficie.
Los valores de los insumos fueron solicitados a varias agropecuarias regionales y también reca-
bados en la revista Margenes Agropecuarios (abril 2015). El costo de limpieza y clasificacion em-
pleado es de 0,03 USD.kg™". El costo de las bolsas utilizado fue de USD 0,44 para una capacidad
de 30 kg de coriandro y de 0,36 USD para una capacidad de 25 kg de mostaza. Los valores de
flete considerados fueron de 0,0296 y 0,044 USD.kg" para mostaza y coriandro respectivamente,
para un flete de 200 km. Los precios de venta tomados fueron: para el coriandro 0,50 USD.kg"
(precio minimo histérico), 0,65 USD.kg"'y 0,80 USD.kg"'; para la mostaza 0,50 USD.kg™" (precio
minimo histérico), 0,75 USD.kg™" y 1,00 USD.kg™". Cabe decir que los mayores precios indicados
fueron facilitados por las empresas del sector como los esperados para la proxima campana.
Para la comparacion con el trigo se recurrid al informe de coyuntura del mercado de granos del
INTA Pergamino (Mufoz, 2015). Para poder realizar esta comparacion todos los precios (insumos,
labores y venta) han sido expresados en dolares estadounidenses, sin IVA.

Resultados y discusién

Costos de implantacion y analisis de sensibilidad del cultivo de mostaza.

Tabla 1: Costos de implantacion del cultivo de mostaza.

Mostaza abril 2015

A - Labores Cantidad UTA Total UTA
Aplicacion de glifosato 1 0,25 0,25
Cincel 1 0,9 0,9
Disco doble accién 1 0,6 0,6
Disco + diente 1 0,65 0,65
Siembra c/fertilizacion 1 0,75 0,75
Aplicacion herbicida 1 0,25 0,25
Aplicacion Gramoxone * 1 0,125 0,125
Total UTA 3,525
Precio UTA (USD) 39,6
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B - Insumos Cantidad Precio (USD) Subtotal
Glifosato (60 %) 2 818 7,6
Semilla 10 S 30
PDA (18-46-0) 60 0,64 38,4
Trifluralina 2 9,2 18,4
Gramoxone (Paraquat) * 2 8 8
Total insumos UsSD 102,4
Costo de implementacion (A+B) USD 241,99

* Esta aplicacion es de precosecha y como a posteriori se siembra soja en directa se computa
solo el 50 % del costo y el otro 50 % debe computarse al cultivo de soja.

El analisis de sensibilidad (tabla 2) del cultivo de mostaza en siembra convencional muestra un
MB negativo solo con el menor rendimiento y precio del grano, a partir de alli todos los valores de
MB son positivos ante la mejora de los precios y/o de los rendimientos con guarismos que pasan
de 42 a 767 USD.ha para el menor y mayor MB positivo, respectivamente. Para el caso de pre-
cios y rindes medios, situacidén mas esperable se obtiene un margen bruto de 267 USD.ha' y un
retorno de 0,65 USD por encima del ddélar invertido, lo que implica una tasa de interés del 65 %
obtenida en un plazo de 6-7 meses. Estos valores resultan levemente inferiores a los obtenidos
en la campafa 2011/12 (Curioni y Arizio, 2012).

De los dos componentes del Cl (tabla 1), los costos de labores, como se observa, tienen una
mayor incidencia (superan en un 36 % a los costos de los insumos) debido al planteo de siembra
convencional de este cultivo. Si este se realizara en siembra directa, las UTAs bajarian de 2,15, a
1,38 con cerca de 30 USD por ha de ahorro. La adopcion del planteo de siembra convencional se
enmarca dentro de las necesidades de aplicacion de la trifluralina convencional, es decir, aquella
que debe incorporarse por medio de labores mecanicas al suelo. En el caso de aplicar la triflura-
lina no fotosensible (no siempre presente en el mercado), se podria realizar la SD con un costo
de implantacién que apenas supera los 157 USD.ha'. A esta cifra habria que agregarle unos 3,6
USD.ha' por un mayor valor del precio de la trifluralina que no se incorpora; sin embargo esto
podria estar ampliamente neutralizado, pues no siempre es necesario el uso del glifosato en los
planteos de siembra convencional, pues las labores actuarian suplantando esta aplicacion.

Tabla 2: Analisis de sensibilidad del cultivo de mostaza

Rendimiento medio (kg/ha) 600 900 1200

Precio grano (USD/kg) 0,50 0,75 1,00 0,50 0,75 1,00 0,50 0,75 1,00
IB (USD/ha) 300 450 600 450 675 900 600 900 1200
Cl (USD/ha) 241,99 241,99 241,99 241,99 241,99 241,99 241,99 241,99 241,99
CC (USD/ha) 91,50 91,50 91,50 |91,50 91,50 91,50 91,50 91,50 91,50
Ly C (USD/ha) 18,00 18,00 18,00 27,00 27,00 27,00 36,00 36,00 36,00
Bolsas (USD/ha) 13,85 13,85 13,85 20,77 20,77 20,77 27,69 27,69 27,69
Flete (USD/ha) 17,76 17,76 17,76 26,64 26,64 26,64 3552 3552 35,52
CT (USD/ha) 383,10 383,10 383,10 407,90 407,90 407,90 432,71 432,71 432,71
MB (USD/ha) -83,10 66,90 216,90 42,10 267,10 492,10 167,29 467,29 767,29
Retorno - 0,17 057 0,10 0,65 1,21 0,39 1,08 1,77
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Costos de implantacion y analisis de sensibilidad del cultivo de coriandro

Comparando estos costos de implantacién con los presentados en la campara 2011/2012 (Ari-
zio y Curioni, 2012) estos no presentan diferencias aunque en el planteo anterior se aplicaba en
precosecha para homogeneizar el cultivo y pasar rapidamente al cultivo de soja, el glifosato cuyo
precio es el 50 % del precio del gramoxone. Este cambio se realizé producto de las investigaciones
realizadas, que han detectado la presencia de residuos de glifosato en los granos de coriandro,
pues “los residuos de tratamientos con glifosato superan los limites maximos de residuos (LMR)
impuestos por el SENASA y varios paises agro importadores” (Aquilano et al., 2014).

Tabla 3: Costos de implantacion del cultivo de coriandro.

Coriandro abril 2015

A - Labores Cantidad UTA Total UTA
Aplicacién de glifosato 1 0,25 0,25
Siembra con fertilizaciéon 1 4515 1Ll
Aplicacion herbicida 1 0825 0,25
Aplicacion Gramoxone * 1 0,125 0125
Total UTA 1,775
Precio UTA (USD) 39,6
Total labores (USD) 70,29
Precio
B - Insumos Cantidad (USD) Subtotal
Glifosato 3 3,8 11,4
Semilla 20 25 50
18-46-0 50 0,64 39,
Linuron 2 29 58
Gramoxone (Paraquat) * 2 8
Total insumos (USD) 159,4
Costo de implentacion (A+B) 229,69

* Esta aplicacion es de precosecha y como a posteriori se siembra soja en directa se
computa solo el 50 % del costo y el otro 50 % debe computarse al cultivo de soja.

La diferencia entre el menor y mayor CT del coriandro en funcion de los rendimientos propuestos
fue de 89,11 USD.ha (tabla 4). El calculo del margen bruto por hectarea de coriandro con 3 nive-
les de sensibilidad de precios y rendimientos muestra que los MB oscilan 89 y 1100 ddlares por
hectarea para el menor precio y menor rendimiento y para el mayor precio y mayor rendimiento,
respectivamente.

Los retornos generados en ningun caso son negativos y se encuentran entre los 0,22 y 2,2 USD,
por ddlar de costo invertido; cualquiera sea el precio de los granos, para el menor rendimiento, los
retornos estan por debajo de la unidad al igual que el rendimiento medio y el menor precios del
grano (0,65 USD.kg™"). En todas las restantes situaciones la retribucion al capital supera la unidad.
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Tabla 4: Analisis de sensibilidad del cultivo de coriandro.

Rendimiento medio (kg/ha) 1000 1500 2000

Precio grano (USD/kg) 0,5 0,65 0,8 0,5 0,65 0,8 0,5 0,65 0,8
IB (USD/ha) 500 650 800 750 975 1200 1000 1300 1600
Cl (USD/ha) 229,69 229,69 229,69 229,69 22969 22969 22969 22969 229,69
CC (USD/ha) 91,50 9150 9150 9150 9150 9150 9150 91,50 91,50
Ly C (USD/ha) 30,00 30,00 30,00 4500 4500 4500 60,00 60,00 60,00
Bolsas (USD/ha) 14,71 14,71 1471 22,06 22,06 22,06 2941 2941 2941
Flete (USD/ha) 4441 4441 4441 6661 6661 6661 8881 8881 8881
CT (USD/ha) 410,30 410,30 410,30 454,86 454,86 454,86 499,41 499,41 499,41
MB (USD/ha) 89,70 239,70 389,70 295,14 520,14 74514 500,59 800,591100,59
Retorno 0,22 0,58 095 065 1,14 164 1,00 1,60 2,20

Comparacién del Margen Bruto de mostaza, coriandro y trigo.

Como vemos en la tabla 5, el costo de implantacién por hectarea para la mostaza (USD 242) y
para el coriandro (USD 230) son sensiblemente inferiores a la del trigo (USD 337); este costo de
implantacion representa la inversion con mayor riesgo en la que incurre el productor durante la
campanfa agricola, por lo cual esta diferencia con el trigo de aproximadamente 100 USD.ha-1 a
favor de ambos cultivos no es menor.

Cuando comparamos los CDT, el trigo cuesta 512 USD.ha-1 para un rendimiento de 3500 kilos y
563 USD.ha para un rendimiento de 4500 kilos. La mostaza tiene un CDT de 408 USD.ha™ para
un rendimiento medio de 900 kg y el coriandro, 455 USD.ha" para un rendimiento de 1500 kg.
Comparados con el trigo de 3500 kg.ha', producir mostaza esta campana seria 104 USD o co-
riandro 57 USD mas barato. Comparado con el rendimiento maximo del trigo (4500 kg.ha) estas
diferencias se acrecientan en 51 USD adicionales, en favor de los cultivos alternativos evaluados.
El MB (IB-CDT) del trigo para el primer rendimiento es levemente positivo, apenas de 3 USD.ha™
mientras que para el rendimiento maximo de 4500 kg.ha' el MB alcanza los 100 USD. Los retor-
nos para este cultivo son de 0,01 y 0,18 para los respectivos rendimientos, minimo y maximo. La
mostaza, con rendimiento medio de 900 kg y precio medio histérico de 0,75 USD.kg™, arroja un
MB positivo de 267 USD.ha™ y un retorno de 0,65. En el coriandro con rendimiento medio (1500
kg) y precio medio historico (0,65 USD.kg") encontramos el MB mas elevado de la comparacion
con 520 USD.ha' y retornos de 1,14 por délar invertido.

Cabe aclarar que esta comparacion es simbdlica, ya que la comparacion de las alternativas de
precios de mostaza y coriandro medios historicos deberian realizarse con los precios medios his-
téricos del trigo, en cuyo caso se obtendrian MB favorables también al cultivo de mostaza y corian-
dro; por un lado, en muchos casos los niveles de rendimiento del trigo son inferiores a los 3500
kg.ha', razdén por la cual cada productor deberia adaptar esta comparacion a la situacion real de
sus niveles de produccion de trigo para tomar una decisiéon. Por otro lado, es necesario expresar
que se debe prestar especial atencion al ajustar el paquete tecnoldgico de estas dos especies
para elevar los rendimientos unitarios y poder competir exitosamente con los cultivos tradicionales
de grano fino inverno-primaverales.
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Tabla 5: Comparacion de los margenes brutos de coriandro, mostaza vy trigo.

Abril 2015 TRIGO (qq)  MOSTAZA CORIANDRO
Rendimiento Qq - kg/ha 35 45 900 1500
Precio futuro USD/qq - kg 14,7 14,7 0,75 0,65
Ingreso bruto USD/Ha 518 662 675 975
Costo de implantacion USD/Ha 337 337 242 230
Gastos de cosecha USD/Ha 46 60 91 91
Gasto comercializacion USD/Ha 129 166 75 134
Costos totales USD/Ha 512 563 408 455
Margen bruto USD/Ha 3 100 267 520

Retorno 0,01 0,18 0,65 1,14

Nota: mostaza y coriandro: rendimientos medios y precios de exportacién medios historicos. Trigo: 2 ni-
veles de rendimientos (medio y alto) y precio segun boletin “Informe de coyuntura del mercado de granos”
(Mufoz, 2015).

Conclusiones

m Los costos de implantacion de los cultivos propuestos son menores a los que demanda la
implantacién de trigo, por lo cual su incorporacion en los sistemas de produccion pampeanos
no requiere de niveles mayores de inversién de capital por unidad de superficie.

m Los precios actuales de mercado de mostaza y coriandro permiten obtener elevadas renta-
bilidades aun con bajos rendimientos.

m Dado que los precios de ambos granos se encuentran correlacionados con los precios de los
comodities agropecuarios, ambas producciones se presentan como una alternativa para ser
considerada en las rotaciones agricolas de la regiébn pampeana centro-norte de la provincia
de Bs. As., mas alla de las variaciones ocasionales de precios que puedan generarse en los
mercados.

m La comparacion realizada entre los tres cultivos inverno-primaverales, tanto el cultivo de la
mostaza como del coriandro se presentan como alternativas rentables no excluyentes, para ser
consideradas en la rotacion y diversificacion agricola de pequefios y medianos productores.
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Evaluacion de cultivares de mostaza marrén (Brassica juncea)
en el noreste bonaerense

Paunero, I.E.
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NTA. Ruta 9, km 170. San Pedro, Bs. As.
paunero.ignacio@inta.gob.ar

Introduccioén

Las mostazas pertenecen a la familia Brassicaceae que cuenta con 300 géneros y 3000 espe-
cies. Los principales géneros y especies son, respectivamente: Sinapis alba L. sin. Brassica hirta
(mostaza blanca o amarilla); Brassica juncea (mostaza marrdn o india) y Brassica nigra (mostaza
negra). El principal uso de los granos de estas mostazas es la elaboracion de harina y el condi-
mento del mismo nombre. Existiendo escasos antecedentes de evaluaciones de mostaza marron
para la cosecha de sus granos, en el noreste de la provincia de Buenos Aires.

El objetivo del estudio fue evaluar la fenologia, los componentes del rendimiento y la composicion
quimica de los granos de mostaza marrén cultivadas en San Pedro, provincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Durante dos campafias (2012 y 2013) se evaluaron las cultivares Golden y Ruby, de origen japo-
nés, del semillero Tokita. En 2012 se sembré el 9 de mayo y en 2013, el 12 de junio.

Se sembr¢ utilizando labranza convencional incorporando con la ultima pasada de rastra de dis-
cos el herbicida presiembra treflan (48 %) en dosis de 2,4 I.ha" de producto comercial. Se fertilizd
con 150 kg.ha™' de urea aproximadamente a los cincuenta dias de la siembra. Se registraron los
mm de lluvias caidos en cada afo.

Se utilizé un disefo en bloques al azar con cuatro repeticiones, formadas por cinco filas de plantas
de 5 metros de largo, distanciadas a 0,20 m entre filas.

Se determind la fenologia: fechas de siembra, floracion y cosecha. Los componentes del rendi-
miento: numero de plantas por metro cuadrado, niumero de frutos o silicuas por planta, nimero
de semillas por silicua y rendimientos. El crecimiento vegetativo se evaluo a través de la medicién
de la altura de plantas. El analisis de la composicién quimica de los granos se realiz6 utilizando la
norma IRAM 5651:1997 y LPE. 0096 Materia grasa—Método Butt (umol.g™). Se realizé el andlisis
de la varianza y se analiz6 la interaccién afio*cultivar (a=0,05).

Resultados y discusién

Las fechas de floracién y cosecha fueron el 14 y 17 de septiembre, y el 8 y 18 de noviembre, para
el ano 2012 y 2013, respectivamente, sin diferencias entre cultivares. El agua recibida durante el
ciclo en 2012 y 2013 fue de 686,7 y 339,5 mm, respectivamente.

No hubo interaccion afio * variedad, ni efecto de la variedad, para ninguna de las componentes del
rendimiento evaluadas. Hubo efecto del ano para algunas variables (niumero de semillas por fruto;
altura de plantas, y rendimientos). Los valores promedio de todas las componentes del rendimiento
se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1: Componentes del rendimiento y crecimiento vegetativo de las variedades Ruby y Golden,
sembradas en San Pedro. Afios 2012 y 2013.

Variedad Ruby 158,57 a 253 a 12,32 a 129,83 a 29221 a
Golden 170,35a 2145a 10,96 a 134,04 a 22689 a

Anos 2012 167,5a 226,33 a 12,96 a 119,17 b 1851 b
2013 162,19 a 239,31 a 10,65 b 141,51a 3153,8 a

Nota: N.° pt x m2= nimero de plantas por metro cuadrado; N.° fr x pt'= niUmero de frutos por planta; N.° sem x fr'= nimero
de semillas por fruto; Alt (cm)= altura de plantas en centimetros; Rend. kg x ha'= rendimiento en kilogramos por hectarea.
Letras iguales en la misma columna para variedades y afios, indica que no existen diferencias estadisticas significativas.

Se observo mayor altura de plantas, menor numero de semillas por fruto y mayor rendimiento en
el afio 2013. Existiendo antecedentes de evaluaciones anteriores, donde las plantas alcanzaron
todavia mayor altura, pero con rendimientos inferiores. Siendo similar el nUmero de semillas por
fruto.

La materia grasa (S.S.S. %), el porcentaje de los distintos acidos grasos (%) y los glucosinolatos
(umol.g™) se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Materia grasa, acidos grasos y glucosinolatos
de las variedades Ruby y Golden, sembradas
en San Pedro.

Mat. Grasa s.s.s. (%) 36,1 39,7
Ac. Palmitico (16:00) 25 25
Ac. Estearico  (18:00) 118 0,8
Ac. Oléico (18:01) 12,7 11,5
Ac. Linoléico (18:02) 16,8 17,4
Ac. Linolénico (18:03) 11,8 11,9
Ac. Araquidénico (20:04) 0 0

Ac. Gadoléico (20:01) 7,7 7,2
Ac. Erucico (22:01) 43,8 46,5
Glucosinolatos (pumol.g-) 82 91

Las variaciones en los rendimientos pueden atribuirse a la distinta disponibilidad de agua de cada
ano, asi como la diferente fecha de siembra. Efectuando un efecto depresor el exceso de agua
recibido en 2012. Los altos rendimientos obtenidos en 2013, superaron los obtenidos en la zona
con mostazas amarillas, demostrando el alto potencial de rendimiento de esta especie.

La composicién general de acidos grasos y de acido erucico en particular, se encuentran dentro
de los valores indicados por FAO (1991). Poseen mayor cantidad de materia grasa y ac. erucico,
y similar contenido de glucosinolatos, respecto de otras mostazas amarillas evaluadas anterior-
mente.
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Vista del ensayo de mostaza marrén. Semillas de mostaza marrén.
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Efecto de herbicidas de precosecha sobre la calidad fisiolégica
y agroalimentaria de la semilla de coriandro (Coriandrum sativum L.)
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Introduccién

Esta especie, que posee un amplio periodo de antesis, produce semillas cuyo grado de madurez
a cosecha es heterogéneo. Es conocida la aplicacién de herbicidas desecantes, que aceleran y
uniformizan el secado del cultivo de coriandro y de las malezas eventuales, para facilitar la co-
secha de semillas. Sin embargo, hay evidencias de que la utilizaciéon de herbicidas desecantes,
tales como glifosato y paraquat, puede generar residuos de esos plaguicidas en los productos
cosechados (Cessna et al., 2002) y ademas tener efectos sobre la germinacion de las semillas. El
Caddigo Alimentario Argentino establece los limites maximos de residuos (LMR) para los alimentos
comercializados en la Republica Argentina. Para los productos no incluidos, como el coriandro, se
establece un valor por defecto de 10 pg/kg.

El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos de glifosato y paraquat aplicados en precosecha
sobre la calidad fisiolégica y agroalimentaria de las semillas.

Materiales y métodos

Se evaluaron glifosato (2 I.ha") y paraquat (2 I.ha), temprano y tardio, aplicados en el cultivo con
semillas de 62 y 47 % de humedad (H) respectivamente, cosechadas con H menor al 12 %.

La calidad de la semilla fue determinada mediante analisis de germinacion, 20-30 °C, sobre papel,
con fotoperiodo de 10 horas y evaluacion final a los 21 dias (ISTA, 2007) y los residuos analiza-
dos por LC-MS/MS, previa extraccion por el método de analisis de pesticidas altamente polares,
EURL-SRM QuPPe-Method (modificado). El diseno de campo fue en franjas con ocho repeticio-
nes, analisis de varianza de la germinacion mediante SAS y comparacion de medias mediante
Tukey (P<0,05).

Resultados y discusién

Con el tratamiento paraquat temprano las semillas pierden rapidamente su contenido de hume-
dad, mientras que las tratadas con glifosato temprano acompanaron al testigo y con glifosato
tardio demoraron la pérdida (figura 1).

Las aplicaciones tempranas de ambos herbicidas causaron pérdida de plantulas normales; au-
mentaron significativamente las semillas muertas (40 %) con paraquat temprano y las plantulas
anormales (19 %) con glifosato tardio (tabla 1).

El glifosato produjo semillas con residuos de Gly de 700 y 1200 y de AMPA de 500 y 1200 pg/
kg para aplicaciones temprana y tardia, respectivamente (tabla 2). En semillas provenientes de
parcelas tratadas con paraquat no se encontraron residuos de herbicida mientras que las tratadas
con glifosato superaron los limites maximos de residuos impuestos por el SENASA y también por
los paises importadores.
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----¢---- Test H —-®- - paraquat 1 —®— glifosato 1 ——+—— paraquat2 ——— glifosato 2

Figura 1: Cinética del contenido de humedad de las semillas durante el periodo de madurez a cosecha.
Con indicacién del momento de primera (AP 1) y segunda aplicacién (AP 2) de los tratamientos.

Tabla 1: plantulas normales y anormales, semillas frescas y muertas del analisis
de germinacion correspondiente a cada tratamiento.

j
!

Tabla 2: Contenido de residuos de herbicida glifosa-
to en semillas correspondientes a cada tratamiento.
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Conclusion

En la produccion de semillas de coriandro se deben evitar las aplicaciones de glifosato en preco-
secha para preservar la inocuidad del alimento y la calidad de la semilla.
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Introduccién

Plutella xylostella, conocida vulgarmente como “polilla de las coles”, es un microlepidéptero con-
siderado como la plaga mas destructiva de los cultivos de la familia Brassicaceae en el mundo.
El dafo es producido por la larva cuando se alimenta de hojas, brotes y flores (Talekar y Shelton,
1993; Pastrana, 2004).

La presencia de P. xylostella se ha registrado en la mayor parte de nuestro pais, asociado a cruci-
feras horticolas y colza. En relevamientos llevados a cabo en la localidad de Lujan, se determind
que esta polilla es la principal especie fitdfaga asociada al cultivo de mostaza en dicha regién
(Riquelme Virgala y Martinez, 2012). Del mismo modo, en ensayos llevados a cabo en el INTA
San Pedro con variedades de mostaza marron, P. xylostella constituy6 la principal especie plaga,
llegando a ser necesario el uso de lambdacialotrina para su control (Paunero, 2014).

Los objetivos de este trabajo fueron: 1-determinar la preferencia y la fluctuacion poblacional de
P. xylostella en las distintas especies y variedades de mostaza a campo y su relacion con los
estados fenoldgicos del cultivo; 2-describir el ciclo biolégico en laboratorio asociado a las dife-
rentes especies y variedades de mostaza.

Materiales y métodos

Muestreo a campo: el estudio se desarrollé en el Campo Experimental de la Universidad Nacio-
nal de Lujan (UNLu), provincia de Buenos Aires, perteneciente a la region natural de La Pampa
hameda (34° 36’ S; 59° 04’ O; 28 m s.n.m.). Se sembraron, a mediados de junio, parcelas experi-
mentales con las variedades Delfina INTA y Andante de mostaza amarilla (Sinapis alba) y Golden
y Ruby de mostaza marron (Brassica juncea). Las parcelas se dispusieron siguiendo un disefio
completamente aleatorizado con tres repeticiones. Cada parcela contaba con 8 surcos, distancia-
dos a 20 cm entre si y de 10 metros de longitud. Se determiné el estado fenoldgico de 10 plantas
por parcela elegidas al azar utilizando la escala fenolégica propuesta por Meier (2001) para el
cultivo de colza (Brassica napus L.).

Los muestreos se realizaron semanalmente. En cada fecha de observacion, se capturaron larvas
y adultos utilizando una red entomolégica, realizando 5 golpes consecutivos en cada parcela. Su
contenido se volcé en un frasco y luego en laboratorio se registré el numero de adultos y larvas
de P. xylostella.

Estudios en laboratorio: los ensayos se realizaron en el laboratorio de Zoologia Agricola en condi-
ciones de temperatura y humedad controladas (25+2 °C; 60+10 % HR).

Ciclo de desarrollo y fecundidad: para cada variedad, una cohorte de 20 huevos se aislaron y criaron
hasta la emergencia de los adultos. Se registro el tiempo de desarrollo y el sexo de cada ejemplar.
Una vez emergidos los adultos, se formaron parejas que se colocaron aisladamente en frascos ofre-
ciendo como sustrato de oviposicion, hojas correspondientes a la variedad en la que se desarrolla-
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ron. Cada dos o tres dias se contabilizé el numero de huevos por hembra hasta su muerte.

Analisis estadistico: se evalud la cantidad de larvas y adultos capturados en la red empleando un
analisis de varianza de medidas repetidas, con una variable entre sujetos (variedad) y una dentro
sujetos (fecha). Para la variable adultos/red no se cumplié el supuesto de esfericidad de Mauchly, por
lo que se recurrio a la correccion de Greenhouse-Geisser. Las variables fecundidad y longevidad de
las hembras fueron sometidas a un analisis de varianza de un factor (variedad) mientras que la du-
racion de ciclo de desarrollo se evaluo con la prueba de Kruskal-Wallis por no cumplirse el supuesto
de normalidad. Se contrastaron las medias con las pruebas de Tuckey y de Games-Howell.

Resultados y discusién

Se registro la presencia de larvas y adultos de P. xylostella en todos los materiales genéticos es-
tudiados. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el numero medio de larvas
(F4 5 1,615 p: 0,263), ni en el numero medio de adultos (F, ;: 0,90; p: 0,480) capturados a campo,
entre las variedades de mostaza, independientemente de la fecha de muestreo. Estos resultados
indicarian que la poblacion de P. xyllostella no posee una seleccion diferencial por alguno de los
materiales empleados. Las cruciferas poseen metabolitos secundarios llamados glucosinolatos
que utilizan las plagas especificas de esta familia como sefiales para reconocerlas (Balusu y Fa-
damiro, 2011). Estas sustancias varian entre diferentes materiales genéticos (Rosa y Rodrigues,
2001; Bellostas et al., 2004), pero su composicion cuali y cuantitativa se aproxima cuanto mayor
es la cercania taxonémica entre las plantas (Fahey et al., 2001). Los materiales estudiados en este
trabajo corresponden a variedades de dos especies muy cercanas taxondmicamente que emiti-
rian sefnales quimicas similares produciendo que el insecto no logre diferenciar entre una y otra.
Resultados similares se han encontrado para otra plaga especifica de brasicaceas, Microtheca
ochroloma (Riquelme Virgala et al., 2014).

La abundancia de larvas y adultos durante el ciclo del cultivo varié significativamente entre las
fechas de muestreo, independientemente de las variedades (FLARVAS: 4,32; p: 0,003; FADUL-
TOS: 5,23; p: 0,019) (figura 1). Las capturas de adultos mostraron dos picos poblacionales, siendo
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Figura 1. Fluctuacion de larvas y adultos de Plutella xylostella sobre mostaza.
Letras desiguales mayusculas para larvas y minusculas para adultos indican dife-
rencias significativas.

36



el maximo de 2,2 adultos/parcela. La poblacion de larvas fue en aumento hasta alcanzar un pico
maximo medio de 4,1 larvas/parcela el 7 de octubre, lo que coincidié con las etapas fenoldgicas
de inicio de floracién y floracion plena. El descenso poblacional de las ultimas semanas podria
corresponder a un fendmeno natural por senescencia de las hojas del cultivo y la consecuente
falta de alimento para las larvas.
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Figura 2. Longevidad y fecundidad de las hembras de Plutella xylostella sobre diferentes
variedades de mostaza.

La longevidad de las hembras varié entre 29,7 y 18,2 dias, resultados que se encuentran dentro
de los valores encontrados por otros autores (Fernandez y Alvarez, 1988; Marchioro y Foester,
2011). Enrelacion con la fecundidad, este parametro vario entre 48 y 139 huevos/hembra segun la
variedad de mostaza. Otros autores registraron valores similares (118,55+60,86 huevos/hembra)
en repollo (Fernandez y Alvarez, 1988) y en canola (158.73+18.64) (Golizadeh et al., 2009). Asi-
mismo, una revision sobre la biologia de P. xylostella asociada a diferentes cultivos, muestra que
la fecundidad varia entre 11 y 188 huevos/hembra (Talekar y Shelton, 1993). Sin embargo, otros
resultados evidencian niveles de fecundidad superiores (Thuler et al., 2007; Marchioro y Foester,
2011).

Los resultados de este trabajo sugieren que Plutella xylostella puede desarrollarse en todas las
variedades de mostaza evaluadas, sin mostrar a campo una marcada preferencia. Sin embargo,
no todos estos materiales poseerian la misma calidad nutricional, afectando de manera diferencial
el desarrollo de este lepidoptero. Ferrel y Floyd (2007) mencionan que los mecanismos de resis-
tencia genética de las plantas responden a tres categorias: tolerancia, no preferencia y antibiosis.
La tolerancia se presenta en las plantas que bajo un nivel de herbivoria contindan creciendo y su
rendimiento no se ve afectado; la no preferencia o antixenosis se produce cuando los herbivoros
evitan o reducen la alimentacion de una especie o genotipo y la antibiosis se observa cuando exis-
ten caracteristicas fisicas y/o quimicas en la planta que afectan el desempefo de estos fitéfagos.
Siguiendo lo postulado por estos autores, este ultimo mecanismo estaria actuando en el sistema
Plutella-mostaza para la variedad Delfina INTA, ya que los ejemplares alimentados con este ma-
terial presentaron mayor tiempo de desarrollo y menor fecundidad.
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Introduccién

La Estacion Experimental Agropecuaria INTA San Pedro (provincia de Buenos Aires) creé una
nueva variedad de coriandro, WENCESLAO INTA. Dicha variedad se inscribi6é en el Instituto Na-
cional de Semillas (INASE) para garantizar la certificacion y proteccion intelectual de esta. Para
la inscripcion de variedades se utilizan “descriptores”. En el presente trabajo se describen las
caracteristicas morfologicas de la nueva variedad en funcién de los parametros del descriptor; Di-
cho descriptor se conformé haciendo un uso combinado de dos descriptores provistos por UPOV
(2013) y Naz et al. (2010). Las observaciones morfoldgicas vegetativas y reproductivas se reali-
zaron en parcelas experimentales de la Estacion Experimental Agropecuaria INTA de San Pedro
durante dos afos consecutivos.

Materiales y métodos

El disefio experimental efectuado fue de 4 bloques con parcelas de 1 x 5 metros. En cada parcela
se sembraron 5 hileras de cinco metros de largo, con 20 cm entre hileras. Al cultivo se lo regd su-
pliendo las precipitaciones medias mensuales historicas de la zona. Para caracterizar y describir la
nueva variedad se realizaron observaciones morfolégicas, en floracion y a cosecha. Se extrajeron
por parcela 20 plantas al azar durante la floracion y 50 umbelas a cosecha, estas fueron herbori-
zadas para su posterior medicion. Algunos de los caracteres fueron evaluados a campo. Con este
material se realiz6 la descripcion del cultivar utilizando el nuevo descriptor a partir de UPOV 2013
y Naz et al., 2010. Se tuvieron en cuenta caracteres diagndstico del género Coriandrum L. y de C.
sativum (Dimitri, 1972). Se utilizaron términos botanicos siguiendo a Font Quer (2009).

Resultados

En la tabla 1 se enumeran los caracte-
res correspondientes al nuevo descrip-
tor elaborado y los correspondientes
resultados.

¢ ¢
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Detalle de umbela con granos maduros.
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PLANTA

PORTE

ALTURA A COSECHA
TALLO

TIPO DE CRECIMIENTO

NUMERO DE RAMIFICACIONES PRIMARIAS EN PREFLORACION
ALTURA DE RAMIFICACION SOBRE EL TALLO PRINCIPAL EN
FLORACION

PRESENCIA DE ANTOCIANINAS
SUPERFICIE
SECCION

MEDULA )
ANGULO DE INCLINACION DE LA HOJA RESPECTO AL TALLO EN EL
CUAL SE INSERTA

HOJAS BASALES COMPUESTAS CON LOS FOLIOLOS PINNATIFIDOS
(1.2A12.9)

PRESENCIA DE ANTOCIANINAS
LONGITUD DEL RAQUIS

N.° DE LOBULOS DEL FOLIiOLO APICAL
TAMANO DEL LOBULO APICAL RESPECTO A LOS LOBULOS
SUBAPICALES

MARGEN DEL LOBULO APICAL
HOJAS ENTRE DEL 13.° NUDO HASTA EL 18.° NUDO, CON FORMAS
INTERMEDIAS ENTRE LAS HOJAS BASALES Y LAS HOJAS DISTALES

PRESENCIA DE ANTOCIANINAS

LONGITUD DEL RAQUIS
TAMANO DEL LOBULO APICAL RESPECTO A LOS LOBULOS
SUBAPICALES

HOJAS DISTALES, PROXIMAS A LA INFLORESCENCIA DEL NUDO 19.
a

24.° COMPUESTAS CON LOS FOLIOLOS PINNATISECTOS
SEGMENTOS LINEARES MENORES A 1 MILIMETRO DE ANCHO
UMBELA COMPUESTA

DIAMETRO

LONGITUD RADIO PRIMARIO CENTRAL

LONGITUD DE RADIO SECUNDARIO CENTRAL

LONGITUD DE PEDUNCULO

LONGITUD DE LA INFLORESCENCIA*
*sumatoria de longitud medias del pedinculo, radio primario central y
radio secundario central

FLORES

COLOR DE LAS FLORES EN PLENA FLORACION
FRUTO

FORMA

LONGITUD

DIAMETRO

N.° DE COSTILLAS PRIMARIAS POR FRUTO

N.° DE COSTILLAS SECUNDARIAS POR FRUTO
SEMILLA

NUMERO POR FRUTO.

% DE ACEITES ESENCIALES

PESO DE 1000 UNIDADES*

86,42

8,31

16,55
8,45

12,71

3,66
1,08
0,13
5,21
6,42

3,79
3,12
10,04
8,04

2,00
0,36
9,09

Tabla 1: Caracteres del nuevo descriptor y resultados para cada caracter para Wenceslao INTA

Erecto

Determinado

medio
Ausente
Surcada
Circular
No fistulosa

Agudo

Presente

Grande
Doblemente aserrado

Presente

Grande

Menores a 1 mm.

Blanco

Esférico




Conclusiones

La elaboracion del descriptor y la realizacion de la descripcion morfolégica efectuada en el pre-
sente trabajo hizo posible que el 2 de octubre de 2013 se inscribiera en el Registro Nacional de
Semillas, la primera variedad argentina de coriandro denominada Wenceslao INTA.
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Caracterizaciéon agronémica y fenolégica de materiales de coriandro
(Coriandrum sativum L.) en fecha de siembra tardia, en Lujan,
provincia de Buenos Aires

Garcia, M.; Alfonso, W.; Cavallero, M; Costa Tartara, S.; Curioni, A.
Universidad Nacional de Lujan. Ruta 5y 7, Lujan (6700), Bs. As. Argentina.
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Introduccién

El coriandro (Coriandrum sativum L.) es una especie inverno-primaveral que en la provincia de
Buenos Aires se siembra entre los meses de junio, julio y agosto, se cosecha desde fines de no-
viembre a mediados de diciembre, por lo cual es una especie apta para ser incluida en reemplazo
de los cultivos de cosecha fina tradicionales (Arizio et al.,, 2010). En Argentina los materiales ge-
néticos de coriandro empleados son del tipo "Marroqui”, con bajo contenido de aceite esencial y
destinados a su uso como granos, enteros o molidos (Curioni y Arizio, 1997). Los productores em-
plean simientes que les facilitan las empresas comercializadoras o lo compran a otros producto-
res, pero sin informacién de qué material genético o cultivar se trata. En INTA San Pedro Paunero
(2012) evalu6 aspectos fenoldgicos y rendimientos de seis germoplasmas, entre el 2006 y el 2009,
determinando ciclos que oscilaron entre los 120 y 180 DDS y elevados rendimientos, superiores a
los obtenidos a nivel de campo. En relacién con los atributos fenotipicos de interés que permiten
iniciar la caracterizacién, Gil et al., (2006) destacan que estos se relacionan con el ambiente, el
genotipo y su interaccion. La evaluacion de los diferentes materiales disponibles en el mercado en
términos del comportamiento fenolégico, asi como de los atributos agronémicos resulta impres-
cindible para considerar los materiales con mejor comportamiento en la zona, ademas de generar
informacion tendiente a la caracterizacion de la especie.

El presente trabajo tuvo como objetivo generar informacion sobre el comportamiento y adaptabili-
dad de diferentes materiales de coriandro, relevando sus aspectos fenoldgicos y productivos, con
la finalidad de maximizar los rendimientos econdmicos en la zona de estudio.

Materiales y métodos

Se condujo en el Campo Experimental de la UNLu (LS 34°36’, LO 59°7’) un ensayo exploratorio
con 6 materiales de coriandro pertenecientes a la red de ensayos de INTA: Leisure Split (EUA),
Wenceslao INTA, Seleccién CL INTA, GSN (Francia), Criollo, y D696. La siembra se realiz6 el
10/08/2013 con una densidad de 150 semillas por metro cuadrado. Se realizd control quimico de
malezas con trifluralina con una dosis de 960 g de pa.ha-1. En precosecha se determino para cada
material, altura de planta, numero de ramificaciones (NR), diametro de la umbela principal (DUP),
longitud del pedicelo de la umbela principal (LPUP), umbelas granadas por planta (UGP), peso de
grano por planta (PGP) e indice de cosecha (IC= rendimiento en grano por planta/biomasa aérea
total). Se realiz6 seguimiento fenolégico, se determind la duracion en dias de los subperio-
dos: emergencia elongacion (E-Elong), elongacién -50 % de floracién (Elong-FL50 %), y
FL50 %-cosecha (FI-Co). Se calculé el tiempo térmico (TT) como la suma diaria de la diferencia
entre la temperatura media y la temperatura base de 5 °C (Cirera et al., 2004) para cada subpe-
riodo considerado, con datos obtenidos en la Estacion Meteoroldgica de la Universidad Nacional
de Lujan. Se realizé analisis descriptivo de los datos. También se realizé, en forma preliminar, un
analisis de componentes principales (ACP) a fin de reducir el nUmero de variables utilizadas en la
caracterizacion, estudiar el grado de correlacion entre ellas y determinar un set de variables rela-
cionadas a los componentes del rendimiento para futuras caracterizaciones de la especie.
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Resultados y discusion

La altura promedio de todos los materiales fue 71,56 cm (tabla 1, grafico 1). Leisure Split, GSN y
Wenceslao INTA fueron los materiales que presentaron menor altura y menor numero de ramifi-
caciones. (tabla 2, graficos 1y 2). Giridhar et al., (2016) en India, trabajando con dos cultivares y
8 materiales experimentales, desarrollados sin estrés, determinaron alturas de plantas menores
(67,2 cm) y un NR de 8,1; Katar (2016) en Turquia estudiando 8 genotipos, ensayados en dos
condiciones ecoldgicas diferentes, también determinaron menor altura de planta (57,44 cm) y NR
(5,60); sin embargo, Melo (2009) en Brasil, respecto de la altura de las plantas a floracion, obtuvo
un valor promedio, sobre 10 cultivares, muy superior (124 cm).

Tabla 1: Caracteres agronémicos y componentes del rendimiento promedio de
seis materiales de coriandro sembrados en Lujan en fecha tardia. Campafia 2013
DUP (diametro de la umbela principal), LPUP (longitud del pedicelo de la umbela

principal), IC (indice de cosecha).

Graficos 1y 2: Altura de planta y nimero de ramificaciones de seis materiales de coriandro.
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Los materiales presentaron en promedio valores de DUP entre 3,43 cm y 5,21 cm. Leisure Split
fue el material que presento el valor mas alto de LPUP (4,5 cm), seguido por Wenceslao INTA,
Seleccion CL INTA y GSN que en promedio midieron 3,55 cm, los de menor longitud fueron los
materiales Criollo y D696, con un promedio de 2,48 cm. (graficos 3 y 4).

Graficos 3 y 4: Diametro de la umbela principal (DUP) y longitud del pedicelo de la umbela principal
(LPUP) de seis materiales de coriandro.
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Leisure Split y Wenceslao INTA en promedio presentaron 16 UGP mientras que el resto de los
materiales presentaron en promedio 27 UGP, Paunero (2014). En ensayos conducidos durante 3
anos el valor mas bajo obtenido en promedio, en la campana 2010, para Leisiture Split y GSN fue
de 20 UGP y los mayores valores promedio (afio 2007) para ambos cultivares fue de 74 UGP.

El rendimiento individual por planta en promedio fue de 2,32 g.pl, presentando Wenceslao INTA 'y
Seleccién CL valores por encima del promedio, 2,83 gy 2,61 g.pl! respectivamente; estos valores
fueron muy inferiores a los obtenidos en India (Giridhar et al., 2016) cuyos valores promedios de 10
materiales genéticos superaron los 8 g.pl”', adjudicando los bajos valores del ensayo en Argentina,
a la fecha de siembra tardia. El IC promedio de todos los materiales fue de 0,39, los materiales
Wenceslao INTA, GSN y Criollo presentaron valores de IC por encima del valor promedio (0,46)
mientras que el resto mostro valores en promedio de 0,32. (graficos 5,6y 7).

Fenologia

Basados en el relevamiento fenolégico se determiné para todos los materiales que la duracion
del subperiodo E-Elong oscilé entre 48 y 63 dias para Elong-FL 50 % entre 15y 19 dias y para
FL-Cosecha entre 42 y 56 dias. (grafico 8). Los materiales mas precoces resultaron Wenceslao
INTA y Criollo. (grafico 8). En San Pedro en siembras de principios de agosto, los materiales mas
tardios llegaron a plena floracion a los 90 DDS vy los precoces a los 77 dias (Paunero, 2012). En
India (Guha et al., 2014) ensayando fechas de siembra determinaron que los dias a floracion os-
cilaron entre 64 y 79 DDS y mayor a 100 DDS para madurez fisiolégica. En India, Giridhar (2016)
trabajando con 10 genotipos detectd que la llegada a floracion promedio fue de 38 dias y 91 dias
a madurez.

El material de mayor requerimiento térmico fue Leisure Split, seguido por Seleccion CL INTA,
D696, y GSN. Similar comportamiento en cuanto a precocidad, observé en San Pedro durante
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Grafico 5, 6 y 7: Umbelas granadas, peso de los granos, e indice de cosecha por
planta de seis materiales de coriandro.
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diferentes campafias donde Leisure Split y GSN fueron de los materiales mas tardios (Paunero,
2012), en ambos casos las sumas térmicas superaron los 1000 °C D con una leve diferencia de 8°
C D mas para el materail Leisure Split (Paunero, 2014).

Analisis de componentes principales (ACP)

De la matriz resultante del analisis se observa una baja correlacion entre las variables vinculadas
a los componentes del rendimiento (PGP, UGP, NR y Altura) y las variables que caracterizan a la
umbela principal (DUP y LPUP). (tabla 2). En la proyeccion de las variables, los dos primeros com-
ponentes explican el 64 % de la variabilidad total. Las variables de rendimiento tienen alto peso en
el componente 1, mientras que las variables DUP y LPUP son las de mayor peso en el componen-
te 2, brindando informacién complementaria en la caracterizacion de los cultivares.

Los individuos caracterizados de los diferentes cultivares no muestran un patrén definido en fun-
cion de los dos componentes principales estudiados, probablemente debido al escaso numero de
individuos considerados.
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Tabla 2: Matriz de correlacion de las variables.

1

Umbelas granadas/planta

DUP -0,1166 1

LPUP -0,1355 0,5921 1

N.° ramificaciones 0,5719 -0,194 -0,3095 1

Altura 0,5057  -0,2064 -0,2667 0,4833 1

Peso grano/planta 0,5687  0,1342 -0,0419 0,522 0,4767 1

Peso planta 0,7522 0,0159  0,1255 0,5112 0,5571  0,7143 1

IC -0,3381 0,127 -0,2288 -0,1983 -0,1826  0,2208 -0,4206 1

Grafico 8: Duracion de las etapas fenolégicas expresadas en dias de seis materiales
de coriandro sembrados en Lujan en fecha tardia. Campafa 2013.
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Bajo las condiciones imperantes en las que se desarrollo el ciclo del cultivo, todos los materiales
pudieron completar su ciclo, con rendimientos por planta promisorios para la zona, considerando
la fecha de siembra tardia que se suele dar por condiciones climaticas adversas.

Bibliografia

ARIZIO, O.; CURIONI, A.; GARCIA, M.; ALFONSO, W.2010. Coriandro (Coriandrum sativum L.).
Agrotecnologia, calidad y mercados. En: Curso Aromaticas de grano: Produccion e inversion en
mostaza blanca y coriandro. Agroconsultora Plus, Fundacién ArgenINTA. 8 y 9 de abril. p. 33.

CIRERA, |.; GARCIA, M.; CURIONI, A.; ARIZIO, O.; ALFONSO, W. 2004. El cultivo de coriandro:

Memoria técnica: Investigaciones en plantas aromaticas y medicinales 47



su relacion con la temperatura y el fotoperiodo. En: X Reunién Argentina y IV Latinoamericana
de Agrometeorologia.

CURIONI, A.; ARIZIO, O. 1997. Plantas aromaticas y medicinales. Umbeliferas. Buenos Aires,
Hemisferio sur. p. 148.

GIRIDHAR, K., SARADA, C., SURYA KUMARI, S.; NARAM, L. 2016. Comparative Study on the
Performance of Coriander Genotypes under Receding Soil Moisture Regimes in Rainfed Verti-
sols. International Journal of Bio-resource and Stress Management, 7(2):195-205.

GUHA, S.; SHARANGI, A.; DEBNATH, S. 2014. Phenology and green leaf yield of coriander at
different sowing dates and harvesting times. Journal of Food, Agriculture & Environment Vol.12
(3 & 4):251 - 254.

KATAR, D.; KARA, N.; KATAR, N. 2016. Yields and quality performance of coriander (Coriandrum
sativum L.) genotypes under different ecological conditions. Turk J Field Crops 21(1), 79-8.
MELO, R.A; MENEZES, D.; RESENDE, L.V.; WANDERLEY JUNIOR, L.; MELO, P.C.T; SANTOS,
V.F. 2009. Caracterizagdo morfologica de gendtipos de coentro. Horticultura Brasileira 27: 371-

376.

PAUNERO, I.E.; BANDONI, A.; VAN BAREN, C. 2014. Fenologia, componentes del rendimiento y
calidad del aceite esencial de genotipos de coriandro (Coriandrum sativum L.), en el noreste de
la provincia de Buenos Aires. Horticultura Argentina 33(82), pp. 19-25.

PAUNERO I|.E. 2012. Fenologia y rendimientos de coriandro (Coriandrum sativum L.) en parcelas
experimentales de San Pedro, Buenos Aires. Grupo Ingenieria de cultivos, EEA San Pedro.
Memoria Técnica. Investigaciones en mostaza, coriandro y otros. Instituto Nacional de Tecno-
logia Agropecuaria Centro Regional Buenos Aires Norte Estacion Experimental Agropecuaria
San Pedro.

48



Determinacién del rendimiento y contenido de lipidos
en mostaza blanca (Sinapis alba L) en cuatro fechas de cosecha

Alfonso, C.'; Curioni, A.; Garcia, M."; Cavallero, M."; Martire, C.'; Valerio |
'"Universidad Nacional de Lujan,
Ruta 5y 7 (S/N) 6700 Lujan, Buenos Aires Argentina.

Introduccién

La mostaza blanca (Sinapis alba L.) es una alternativa en la secuencia de cultivos inverno-estiva-
les para la zona central de la provincia de Buenos Aires. La semilla es utilizada para la obtencion
de harina y de aceite fijo de importantes usos en cosmética y medicina, posee poderosas cualida-
des como conservante en paises industrializados, en detrimento de conservantes sintéticos; otro
uso mas reciente es para la obtencion de biodiésel. El aceite que se extrae de sus granos puede
resultar una excelente alternativa de produccion debido a los beneficios para la salud por ser un
producto mas saludable que el aceite de canola, aunque posee un menor contenido de lipidos, en-
tre 26 y 30 %, (Chastain, 2013), en Oreg6n con la variedad Ida Gold enasayada en dos localidades
se obtuvieron contenidos de aceite de 23,3 y 27,2 % (Duggan, 2006). Paunero y Polenta (2012),
en relacion con el contenido de lipidos totales de 4 germoplasmas de mostaza blanca, determina-
ron que este oscilé entre 32,6 y 31,4 %. Los rendimientos a campo de esta especie suelen estar
afectados por el momento de cosecha dada su elevada dehiscencia (Curioni et al., 2010). A partir
de la llegada a madurez fisiolégica de las semillas se produce pérdida de humedad de los granos
y silicuas, pero también deterioros del grano y pérdidas de peso por procesos respiratorios, hasta
llegar a contenidos de humedad compatibles con la cosecha mecanica, de ahi que en muchos
casos se suele realizar el adelantamiento de la cosecha mediante corte, hilerado y posterior trilla
o mediante la aplicacion de desecantes. El atraso en la fecha de cosecha puede afectar los rendi-
mientos en grano y su contenido de materia grasa.

El objetivo del trabajo fue conocer el momento 6ptimo para la recoleccion del cultivo de mostaza
a partir de la madurez fisiolégica del grano para obtener los mayores rendimientos y relacionarlo
con el porcentaje de lipidos.

Materiales y métodos

El ensayo se realizé el afio 2011 en el campo experimental de la Universidad Nacional de Lujan,
provincia de Buenos Aires, 34°35" LS y 59°04" LO a 28 m s.n.m., utilizandose semillas de mostaza
blanca (Sinapis alba L.) de origen estadounidense (variedad Ida Gold) con un poder germinativo
de 99 %. El ensayo siguié un diseiio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones y los
tratamientos se realizaron posteriormente a ser determinada la madurez fisioldgica y consistieron
en cuatro fechas de cosecha con un intervalo de 6 a 12 dias. Para calcular el tiempo térmico desde
Floracion-Madurez fisioldgica y Madurez fisiologica-Cosecha se utilizaron temperaturas bases de
5,48 °C, estos valores fueron adaptados de Jara (2011) utilizando el método de interseccion de las
X. Se analizaron atributos agronémicos, precursores y componentes del rendimiento, indice de
cosecha y rendimiento final por planta y por superficie; fue calculado el peso de mil semillas. La
determinacion del contenido de lipidos se realiz6 mediante aparato Twisselmann (extraccién con
hexano).

Los datos recolectados en el experimento fueron procesados empleando el programa estadisti-
co SPSS version 15.0. Se verifico la normalidad de las variables en estudio, mediante la prueba
Shapiro-Wilk al nivel 5 % de confiabilidad a través de un analisis exploratorio. Luego se realizo la
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prueba de homogeneidad de varianzas mediante el Test de Levene al 5 % de significancia. Se rea-
liz6 analisis de varianza para un DCA para detectar diferencias entre medias: para ello se realizé
un test robusto de analisis (Tamhane) al 5 % de significancia para las variables: peso seco de los
granos por planta, N.° de granos por planta y peso seco aéreo por planta dado que sus varianzas
no fueron homogéneas (p<0,05); para el resto de las variables correspondientes a precosecha y
cosecha, en las que sus varianzas fueron homogéneas (p>0,05), se realizd un test de Tukey para
muestras balanceadas al 5 % de confiabilidad para detectar diferencias entre medias.

Resultados y discusién

La madurez fisioldgica se alcanzé con una acumulacién de 603,3 °Cd con 4 gramos de peso seco
los mil granos a los 49 dias después floracion (figura 1). Ninguna de las variables analizadas a ex-
cepcion del rendimiento individual expresado como peso seco de los granos y el numero estimado
de granos por planta arrojaron diferencias significativas (tabla 1). El atraso en la fecha de cosecha
produjo rendimientos menores dadas las pérdidas de granos debido a la dehiscencia natural que
posee la especie y también por la disminucion en el peso de los granos producto del consumo de
reservas por procesos respiratorios.

El rendimiento mas alto se logré en la segunda cosecha a los 16 dias después de madurez fisio-
I6gica y el menor valor en la ultima cosecha, que se realizé a los 34 dias con rendimientos de 635
y 331,5 kg ha' respectivamente (tabla 2); estos valores son muy inferiores a los obtenidos por Arif
et al. (2012) en ensayos de distribucion espacial realizados en Pakistan donde los rendimientos
oscilaron entre 1,4 y 2 t.ha™; a similares resultados, pero en ensayos de fertilizacion en Oregén
con el cultivar Ida Gold, con rendimientos que oscilaron entre 1y 2,6 t.ha” (Duval, 2015) y Duggan
(2006) en dos localidades de Oregon obtuvo rendimientos promedios de 1,5 t.ha™.

Con respecto al contenido de lipidos, si bien estos no arrojaron diferencias significativas, el maxi-
mo valor se obtuvo en la segunda cosecha y fue de 27 % coincidiendo con los maximos rendi-
mientos obtenidos (figura 2); Canada, principal productor de mostaza blanca, menciona que esta
especie posee importantes valores nutricionales y entre ellos menciona al aceite con valores entre
24 y 35 % (Agriculture and Agri-Food Canada, 2016); la Universidad de ldaho destaca el empleo
del aceite de mostaza blanca para la obtencion de biodiésel, mencionando que el cultivar Ida Gold
posee entre 24 y 27 % de aceite (University of Idaho, 2014).
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Figura 1: Evolucion del peso del grano en funcion del tiempo térmico (TT)
después de floracion.
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Tabla 1: Valores medios de atributos agrondmicos y componentes de rendimiento
para cuatro épocas de cosecha.

*Letras iguales en la columna indican que no hay diferencias significativa (p>0,05).
**T1: Cosecha 1; T2: Cosecha 2; T3: Cosecha 3; T4: Cosecha 4; CV: Coeficiente de variacion.

Tabla 2: Tiempo térmico acumulado y dias después de la madurez fisiolégica para
cada tratamiento de cosecha, con su respectivo rendimiento.
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Figura 2: Contenidos de lipidos en cuatro fechas de cosecha para un cultivo
de mostaza blanca en Lujan, Bs. As.
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Conclusiones

Para la zona en estudio, la madurez fisiol6gica dada por el maximo peso seco del grano se alcan-
z6 con una acumulacion de 603,3 °Cd a los 49 dias después de la floracion.

A partir de los 16 dias después de la madurez fisiolégica, por cada dia de atraso en la cosecha
pueden alcanzarse pérdidas de hasta 17 kg.ha.

Los contenidos de lipidos no mostraron diferencias entre los tratamientos aunque estos fueron
algo superiores a los reportados para mostaza blanca por otros investigadores.
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Nueva propuesta de manejo de la floracion de azafran
(Crocus sativus) en camara termocontrolada

Poggqi, L.M.; Portela, J.A.; Pontin, M.A.
EEA La Consulta INTA, CC 8 (5567) La Consulta, Mendoza, Argentina.
poggi.luciana@inta.gob.ar

Introduccién

La planta de azafran (Crocus sativus) es de propagacién agamica obligada, la que se cumple a
partir de cormos. En Mendoza (Argentina) la brotacion ocurre a principios de otofio. Luego, el cre-
cimiento vegetativo se extiende por el resto del otofio, invierno y principios de primavera, hasta la
entrega del cultivo (Poggi, 2009).

El azafran es considerado una especie gedfita con sub-histerantia (Dafni et al., 1981; Mathew,
1982), en la que la secuencia fenoldgica, el reinicio del crecimiento esta determinado por las
condiciones ambientales. En este sentido, las flores pueden emerger sobre la superficie del suelo
tanto antes (histerantia), durante (sinantia), como después de la emergencia de las hojas (Dafni
et al., 1981; Moya et al., 2003; Gresta et al., 2008). Esta respuesta esta condicionada por la dis-
ponibilidad de agua en el suelo y puede ser determinada por la ocurrencia de lluvias hacia el final
del verano y en otofio (Gresta et al., 2008b; Gresta et al., 2009). Otros autores explican que este
fendmeno, comun a otras especies gedfitas de la zona del Mediterraneo, seria el resultado de una
estrategia de adaptacion frente a la natural variabilidad de las condiciones ambientales estaciona-
les (Dafni et al., 1981; Debussche et al., 2004, citados en Gresta, 2008b; Ofir y Kigel, 2010).

Se ha propuesto que esta capacidad de la planta de azafran, de florecer a expensas de los nu-
trientes acumulados en los cormos sin que haya emergido aun el sistema foliar (Dafni et al., 1981),
puede tener importantes implicancias agronémicas, como que sea posible pensar en la cosecha
mecanizada de flores (Plessner et al. 1989, Galigani y Garbati Pegna, 1999; Gresta et al., 2009).
Pero también, podria ofrecer alguna ventaja para la producciéon en ambiente controlado (camaras
de cultivo forzado).

En este sentido, ya ha sido probado que la floracién en ambientes termocontrolados, con cormos
plantados en terrinas con sustrato humedo, ofrece beneficios especificos (Molina et al., 2004;
Molina et al., 2005a; Molina et al., 2005b, Molina et al., 2010), como la posibilidad de escalonar y
alargar el periodo de cosecha, y de simplificar su operacion al concentrar gran cantidad de cor-
mos en espacios reducidos. Una vez culminada la floracion, los cormos son plantados a campo,
en condiciones naturales, para que formen los nuevos propagulos y se preparen para reiniciar el
ciclo.

Pero esos estudios no consideraron a la histerantia como una variable de manejo. La floracion
de azafran en camaras sin empleo de sustrato humedo debe ser estudiada porque, de no existir
un sacrificio importante en la productividad y calidad, su implementacion permitiria simplificar aun
mas el manejo de los propagulos y la cosecha, asi como aumentar la eficiencia en el uso del es-
pacio disponible en la camara.

En trabajos previos (Negbi et al,, 1989, De Maestro et al., 1993, De Juan et al., 2003, Gresta
et al., 2008a, Poggi y Portela, 2010) qued6é demostrado que el tamafo (peso) del cormo es un
componente fundamental en la determinacion del rendimiento, tanto en flores como en especia.
El potencial productivo del propagulo podria estar a su vez influido por la disponibilidad de agua
en el sustrato al reiniciarse el crecimiento, y esto podria tener distinta relevancia segun el tamario
del cormo, siendo mas determinante para los mas chicos por disponer de menor biomasa. Por lo
tanto, resulta necesario estudiar también el efecto de la biomasa del propagulo cuando se fuerza
la floraciéon de azafran en camaras de cultivo sin sustrato humedo.
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Asimismo, hay evidencias de que la floraciéon en ambiente termocontrolado generaria una depre-
sion en la productividad de especia en el cultivo siguiente (datos no publicados), y seria entonces
interesante poner ademas a prueba cormos que provengan de contextos de cultivo diferentes.
Esencialmente, que difieran en las condiciones en que transcurrio la floracién en el ciclo anterior,
ya sea en camaras o a campo, para verificar la ocurrencia de ese efecto depresivo, observado
en la productividad, y establecer si un manejo orientado a aprovechar la histerantia modifica esa
respuesta, en cormos con distinta biomasa.

El objetivo del trabajo fue probar el impacto sobre el rendimiento y la calidad de hebras de azafran
cultivadas en camara termocontroladas aprovechando la histerantia, considerando ademas los
efectos del tamafo del cormo y de dénde ocurri6 la floracion el afo anterior, si fue también en
camara o en el campo.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en camaras de cultivo termocontrolado en la Estacion Experimental La Con-
sulta INTA (Mendoza, Argentina). Se probaron dos condiciones de manejo en la camara, colocan-
do los cormos en macetas con sustrato humedo o simplemente apoyandolos sobre bandejas (en-
vases de cartén para huevos) (figura 1), para generar diferencias en la expresién de la histerantia.
En el tratamiento con sustrato, este se conformé a base de turba y fibra de coco, y se lo mantuvo
humedo por debajo del nivel de saturacion.

El material de propagacién empleado correspondio a una poblacion local de azafran, multiplicada
por mas de cinco afios en la misma localidad, pero con diferencias en las condiciones en las que
transcurri6 la floracién el afio anterior, diferenciandose entre cormos que lo hicieron en camara de
cultivo, con manejo ambiental equivalente al de este ensayo, y aquellos que florecieron a campo;
es decir, que se mantuvieron por al menos dos ciclos de cultivo en condiciones naturales.

Cada lote de cormos se separé a su vez en dos clases por peso, dentro del rango de tamafio que
asegura la posibilidad de formacién de flores. Estas clases fueron 8-12 g y 12,1-20 g. El disefio
experimental fue completamente aleatorizado, con estructura factorial de tratamientos y 4 repeti-
ciones.

Una vez removidos del campo, todos los cormos fueron colocados en ambiente controlado (ca-
mara a temperatura constante), simulando condiciones de verano (entre 23 °C y 27 °C, con 70-80 %
de humedad relativa), entre octubre y febrero, por un lapso total de 117 dias. Luego, los cormos
fueron trasladados a otro ambiente simulando condiciones de otofio (17 °C), desde febrero hasta
que finalizé la floracion, hacia mediados de abril.

Al ingreso a esta camara “de otono” se conformaron los dos tratamientos en prueba, con y sin
contacto de los cormos con sustrato humedo. Una vez que se verificé el inicio de la brotacion, para
evitar la etiolacion de los brotes se incorporé a la camara luz artificial con densidad de flujo de
fotones de 30 yumol-‘m2-s™', marcando un fotoperiodo de 12 horas de luz continua.

Las variables respuesta consideradas en el estudio fueron el numero de flores, el momento de
cosecha, el peso de las hebras producidas, la produccion por cormo y la calidad obtenida a través
de la norma ISO 3632. El analisis estadistico se realizd6 empleando el software estadistico Info-
Gen (Balzarini y Di Rienzo, 2004).

Resultados y discusién
En el tratamiento con sustrato humedo, la floracion se adelanté respecto al tratamiento sin sustrato

(figura 2), con 10 dias de diferencia entre puntos maximos. Esto era esperable, ya que la mayor
disponibilidad de humedad aceleraria el proceso de brotacion; no solo de flores, sino también de
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hojas. Estas, en cambio, en el tratamiento sin sustrato fueron apenas visibles, confirmando la ex-
presion de la histerantia (figura 1).

Sin embargo, al considerar los rendimientos en numero de flores producidas y en especia (peso
de las hebras por flor y por cormo), no hubo diferencias significativas entre los tratamientos de
camara (figura 3 y tabla 1). En otras palabras, estos resultados indican que es factible provocar la
floracién de azafran en camaras de cultivo, simulando condiciones ambientales de verano primero
y de otofio después, sin siquiera colocar los cormos en contacto con un sustrato humedo y sin que
esto implique pérdidas de rendimiento.

Contando solo con el agua disponible internamente, el cormo de azafran es capaz de formar el
mismo numero de flores completas y con igual particién de biomasa a las hebras, lo que sugiere
que en verdad el contacto con la humedad acelera el proceso de reinicio del crecimiento, pero no
participa en el desenlace y resultado de la produccién de especia.

En las condiciones probadas en este trabajo, la alternativa de manejo de la floracién sin sustrato
humedo ocupd un espacio 3,5 veces menor, marcando la posibilidad de aumentar considerable-
mente la eficiencia de uso de una camara de cultivo empleando esta modalidad. Asimismo, por el
hecho de no haber emision de raices, resulta mucho mas practica la plantacion a campo de los
cormos que florecieron sin estar en contacto con sustrato humedo.

Por un lado, si se considera solo la biomasa del propagulo (figura 4 y tabla 1), las diferencias de
respuesta fueron muy marcadas e importantes. El analisis estadistico revelé que esta fuente de
variacién fue siempre la mas importante en la generacion de variabilidad en el ensayo, en el que,
por otro lado, no hubo interacciones importantes entre los factores probados (tabla 1).

En definitiva, los cormos de mayor tamano (12-20 g) produjeron significativamente el doble de flo-
res y de especia (en peso) que los de la otra clase (8-12 g), independientemente de si estuvieran
0 no en contacto con sustrato humedo durante la floracién. El efecto de la biomasa del propagulo
ya habia sido observado en trabajos previos (Negbi et al., 1989, De Maestro et al., 1993, De Juan
et al., 2003, Gresta et al., 2008a, Poggi y Portela, 2010) y remarca la importancia central que tiene
el tamano del cormo en la determinacion del rendimiento de azafran.

En cuanto al tercer factor probado en este ensayo, tampoco existi6 interaccién con los tratamien-
tos en la camara ni con el tamano del propagulo, pero se verificd el hecho que los cormos que
transcurrieron la floracion anterior en el campo generaron rendimientos estadisticamente mayores
que la produccioén de los que florecieron en camara, aunque no fue dado por mayor numero de
flores, sino solo por mayor peso de la hebra (figura 5 y tabla 1). En particular, este ultimo aspecto
dilucidado aqui sugiere que no seria conveniente basar la produccion de azafran unicamente en el
manejo de la floracion en camaras de cultivo, tal como fue discutido en estudios previos (Poggi y
Portela, 2010), para asi lograr la sustentabilidad del sistema productivo a largo plazo. Pero, indica
a la vez que el criterio mas apropiado podria estar en formular planteos de produccién combinados,
empleando lotes de cormos para floracién en ambientes controlados y, al mismo tiempo, lotes de
multiplicacién con manejo de la floracién a campo. Respecto a la calidad se obtuvo mas color (cro-
cina), sabor amargo (picrocrocina) y menos aroma (safranal) cuando no se uso sustrato (tabla 2).

Conclusiones

Es posible y conveniente aprovechar la histerantia en cormos de azafran para facilitar el manejo
de la floracion en condiciones termocontroladas, sin efecto depresor en los rendimientos y mante-
niendo la calidad del producto.

Todo el esfuerzo de la formacién de flores es hecho por el cormo sin necesidad de entrar en con-
tacto con agua, y en esta respuesta no hay influencia del tamano del propagulo ni tampoco de las
condiciones en que ocurrié la floracion el ciclo anterior.

El contacto de los propagulos con el sustrato humedo tan solo acelera el reinicio del crecimiento,
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con emision simultanea de hojas y flores.

Cormos de 12-20 g producen en la camara el doble de flores y de especia (en peso) que los de
8-12 g, remarcando la importancia del peso del propagulo en la determinacion del rendimiento.
Cormos que florecieron el afio previo en el campo son significativamente mas productivos que los
que lo hicieron en camara de cultivo, indicando la necesidad de considerar planteos de produccion
combinados, entre campo y ambientes controlados.

Figura 1. Disposicion de los cormos en camara “de otofio” para distinguir entre: A) cormo sin contacto con
agua, y B) tratamiento de cormos en contacto con sustrato humedo.
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Figura 2. Imagenes de la floracion observada en: A) tratamiento de cormos en contacto
con sustrato humedo, y B) cormo sin contacto con agua.

Tabla 1. Significancia estadistica de las diferencias entre los niveles de los factores
probados, segun la prueba de DMS (alfa= 0,05).
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Hebras (mg)

Numero de flores-cormo ™ 20
1,8 18
1,6 16
1,4 14
1,2 12
1 10
0,8
0,6
0,4
0,2
0

Sin sustrato  Con sustrato himedo Sin sustrato  Con sustrato hiumedo

Figura 3. Efecto del tratamiento en camara, cormos con y sin contacto con sustrato humedo,
sobre el rendimiento en nimero de flores y en especia (mg).

Namero de flores-cormo ™ Hebras (mg)
20 25
2 20
1,5 15
1 10
0,5 5
0 0

12-20 g 8-12g 12-20 g 8-12-g

Figura 4. Efecto de la clase de peso del cormo sobre el rendimiento en numero de flores
y en especia (mg) por cormo.
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Figura 5. Efecto del ambiente en que ocurrié la floracién en el ciclo anterior sobre
el rendimiento en especia (mg) por flor y por cormo.

Tabla 2. Evaluacién de calidad de las hebras de azafran,
por Norma ISO 3632.
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Estudio de las poblaciones de chicharritas (Hemiptera—Cicadellidae)
en cultivos de orégano en San Carlos, Mendoza

Introduccién

Panonto, S.F.; Bauza, P.
AER Antonio Navarro INTA La Consulta
panonto.silvina@inta.gob.ar

El departamento de San Carlos, Mendoza, es la principal zona productora de orégano del pais,
con una superficie cultivada de alrededor de 1.000 hectareas (segun censo 2011 INTA-IDR). Ocu-
pando mas del 60 % de la superficie total el ecotipo “compacto” (Origanum vulgare vulgare) es el
mas difundido de la zona, seguido por el “cordobés” (Origanum vulgare hirtum) con el 40 % res-
tante de la superficie cultivada.

Si bien para el cultivo de orégano no se cita la
ocurrencia de plagas clave, en los meses de
marzo—abril, momento en que se realiza el se-
gundo corte, los cultivos suelen presentar sin-
tomas de ataque de chicharritas, haciéndose
notorio el tipico puntillado clorético en el haz
de la hoja.

El objetivo del trabajo fue estudiar las fluctua-
ciones poblacionales, la riqgueza y abundancia
de chicharritas (Cicadéllidos) en los distintos
ecotipos del cultivo de orégano.

Materiales y métodos

Se realiz6 durante los afios 2014 y 2015 un

muestreo cada 15 dias, con red entomoldgica en los ecotipos de orégano compacto (O vulgare
vulgare), cordobés (O vulgare hirtum) y mendocino (Origanum x majoricum). Posteriormente en
laboratorio, se clasificaron y cuantificaron los individuos capturados.

Capturas por ecotipo. Aino 2015

Resultados

Por un lado, los muestreos

quincenales permitieron de-

terminar que la ocurrencia de
chicharritas en el cultivo de

orégano comienza en el mes
de febrero y es a partir de la
segunda quincena de abril

0 /[
40 / A\
0 /S /

1.feb 2. feb 1. mar 2. mar 1. abr 2. abr 1. may 2. may 1. jun

—Compacto =——Cordobés =——Mendocino
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f cuando las poblaciones alcan-
zan sus maximos valores para
abandonar el cultivo hacia la
segunda quincena de mayo.
Por otro lado fue notable la di-




ferencia en cuanto a la presencia de chicha-
rritas en el ecotipo compacto respecto de los
otros dos ecotipos en los que se registré mas
baja ocurrencia de chicharritas.

Sobre un total de 571 adultos capturados el 93
% de ellos pertenecian a la especie Protalebre-
lla brasiliensis Baker 1899, constituyéndose en
la Unica especie de las capturadas que coloni-
za el cultivo de orégano ecotipo compacto en
Mendoza. El restante 7 % de los individuos cap-
turados pertenecian a once especies diferentes
y su presencia en el cultivo fue ocasional.

Descripcion

Protalebrella brasiliensis (Baker 1899) Longitud
del adulto 2,7-3,0 mm, coloracién amarillenta
con distintivas manchas castafio oscuro. Coro-
na amarillenta con una pequefia marca media-
na castafa oscura cerca del margen posterior;
pronoto castafio oscuro con tres puntos amari-
llentos en el margen anterior y cuatro bandas
longitudinales hacia el margen posterior, es-
cutelo similar al pronoto. Ala anterior con una
mancha castafia en el margen anal terminando
en una areola translucida; una banda oscura
desde el margen costal hasta la sutura claval
sobre la vena comisural; mitad apical esfumada
con areolas translucidas.

Si bien hasta el momento los casos registrados
en la zona no alcanzaron niveles poblacionales
que requieran alguna medida de control, la ocu-
rrencia de la plaga en la zona debe seguir sien-
do monitoreada.
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Estudio de las poblaciones de trips (Thysanoptera—Thripidae)
en cultivos de dos ecotipos de orégano de San Carlos, Mendoza

Introduccién

Panonto, S.F.; Bauza,
AER Antonio Navarro INTA La Consulta
panonto.silvina@inta.gob.ar

En San Carlos, provincia de Mendoza, se encuentra la principal zona productora de orégano del
pais, con casi 1.000 ha cultivadas de las cuales el 65 % de ellas corresponde al ecotipo “compac-
to” (Origanum vulgare vulgare) y el 35 % restante al ecotipo “cordobés” (Origanum vulgare hirtum)

(INTA-IDR, 2011).

Por un lado, si bien el cultivo de orégano se caracteriza por tener una baja incidencia de plagas,
cada vez con mayor frecuencia es posible observar la ocurrencia de trips provocando graves
danos. Los sintomas se manifiestan en primavera apenas el cultivo inicia la etapa de crecimiento
vegetativo (figura1) y consiste en multiples heridas que al contacto con el aire se oxidan y dan al

cultivo un aspecto amarronado con hojas deformadas.

Figura 1: sintoma de trips en orégano compacto.
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Por otro lado segun datos del Censo
Provincial de Aromaticas, realizado en
2011, 4 de cada 10 productores mani-
festaron haber tenido problemas con
trips y sumado a esto, el 90 % de ellos
reconocieron realizar controles quimi-
cos, con productos insecticidas tales
como dimetoato, methamidafés y hasta
furadan, ninguno de ellos autorizados
por SENASA para su uso en orégano y
sin conocer los momentos oportunos de
control (SENASA, 2012).

Los objetivos del trabajo fueron: 1) iden-
tificar géneros y especies de los indivi-
duos capturados en los cultivos de oré-
gano, ecotipos compacto y cordobés,
predominantes en el departamento de
San Carlos; 2) establecer las fluctuacio-
nes poblacionales y el ciclo biologico de
los trips en dichos cultivos; 3) contribuir
al manejo de la plaga realizando contro-
les con acetamiprid, producto aceptado
por SENASA para el uso en el cultivo de
orégano.

Materiales y métodos
Durante las campanas 2013 y 2014 se

realizaron muestreos en dos parcelas
de orégano de los ecotipos compacto y




cordobés. Semanalmente se tomaron muestras de 9 brotes de 10 cm de plantas afectadas: 3 en la
cabecera, 3 en el medio y 3 en el pie de cada parcela. Se considerd poblacién de trips al promedio
del total de capturas (adultos y estadios inmaduros) de los 9 brotes. Las capturas semanales y la
ocurrencia de trips en cada ecotipo fueron evaluados estadisticamente, con test de Fisher (Baza-
rini et al., 2004).

Se realiz6 también la identificacion del género mediante la preparacién microscépica de todos los
individuos adultos capturados y el uso de clave dicotémica (De Borbon, 2005). Para determinar la
biologia se realizd una cria de 30 individuos en camara acondicionada con temperaturas constan-
tes de 23,2° £2 y 12 horas diarias de luz artificial.

Durante la temporada 2014 se realiz6 una experiencia de control con acetamiprid (Mospilan) 50
g/hL", producto aprobado por SENASA en la resolucion n.° 208/12. Se realizaron 2 aplicaciones,
cada vez que los muestreos dieron como resultado cinco trips/brote.

Resultados
Identificacion:

Se logré comprobar que todos los individuos capturados en el pico de noviembre pertenecian a la
misma especie y mediante el uso de claves dicotdmicas se determin6 que pertenecian al género
Thrips (Thysanoptera—Thripidae), quedando pendiente la identificacion de la especie.

Adulto de 1,1 mm aproximadamente, color castafio (1). Antena de 7 antenitos, con estilo terminado
en dos segmentos (2). Segmento Il de la antena con conos sensoriales dobles, en forma de hor-
queta (3). Cabeza con solo dos pares de setas interocelares (4). Ala anterior con hileras de setas
incompletas y discontinuas (5). Tergito VIII con ctecnidia dispuesta posterolateralmente al espira-
culo de la respiracion (6). (figura 2).

Figura 2: Caracteres taxonédmicos del trip del orégano. Foto: Panonto, Silvina.
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Fluctuaciones poblacionales:

En la figura 3 puede observarse el comportamiento de la plaga en los distintos ecotipos del cultivo.
La ocurrencia de trips fue significativamente mayor en el ecotipo compacto, respecto del cordo-
bés. En 2013 el inicio de la infestacion se produjo a principio de octubre, registrandose dos picos
durante la toda campafa (figura 3 y Anexo I).

En el pico poblacional que se registré entre el 8 y el 15 de noviembre, en el ecotipo compacto,
pudo observarse un ataque de 80 individuos/brote, dejando el cultivo amarronado, de porte bajo
y comprometiendo seriamente la floracién, principal componente del rendimiento en dicho ecotipo
(pocas flores y deformadas). El ecotipo cordobés presenté menos de 10 trips/brote, no manifes-
tando sintomas importantes de dano en el cultivo. Todos los individuos capturados en este pico
poblacional pertenecian al mismo género.

El pico de principio de diciembre se produce con el cultivo en plena floracién. En este momento
se observo una gran diversidad de especies de trips que llegan al cultivo por suministro de polen
(Comunicacioén personal Carlos De Borbon).

Capturas de trips por ecotipo. 2013 - 2014

Trips/brote
90
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10 [
0 [\ ]
5 [ \]
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0 / \
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10 / .

09/08/2013
23/08/2013
06/09/2013
20/09/2013
04/10/2013
18/10/2013
01/11/2013
15/11/2013
29/11/2013
13/12/2013
27/12/2013
10/01/2014
24/01/2014
07/02/2014
21/02/2014
07/03/2014
21/03/2014
04/04/2014
18/04/2014

===Compacto ====Cordobes

Figura 3: Numero de trips capturados por semana en oréganos compacto y cordobés.

El inicio de la infestacion se produce habitualmente hacia la segunda quincena de setiembre es-
tando muy influenciada por las temperaturas invernales (tabla 1). Puede observarse en la tabla 1
que cuando el promedio de las temperaturas de los meses de julio, agosto y septiembre son mas
bajas el inicio de la infestacion se retrasa como sucedio en el ano 2013.

Ciclo biolégico:

El ciclo total dura 20 dias, pasando por huevo (1), dos estadios larvales (2), prepupa, pupa (3) y
adulto (4). La reproduccion es por partenogénesis del tipo telitbquica, cada hembra vive hasta 25
dias y puede poner entre 1y 5 huevos por dia. (figura 4).

La infestacion del cultivo de orégano dura alrededor de 45 dias, el equivalente a 2 generaciones.

66



Tabla 1: Incidencia de las temperaturas invernales (*promedio julio, agosto, setiembre),
sobre el comienzo de la infestacion del cultivo.

0,86 0,83

T° minima -1
promedio*

T° maxima 16,2 18,6 2
promedio*

T° media 63 9,76 9
promedio *

Inicio de infestacion 4 de octubre 16 de se ptiembre 16 de se ptiembre

Figura 4: Ciclo biolégico del trips del orégano. Camara de cria. Foto: Panonto, Silvina.

Control quimico:
Se ha logrado un efectivo control de la plaga realizando 2 aplicaciones, con acetamiprid (Mospi-

lan) 50 g/hL", cuando los muestreos dieron como resultado cinco trips/brote de 10 cm, pudiendo
controlar las dos generaciones mencionadas en la biologia (figura 5).
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Figura 5. Poblaciones de trips en parcelas tratadas con acetamiprid.

Las parcelas tratadas con acetamiprid produjeron orégano verde de primera categoria (segun
escala de color propuesta por INTA La Consulta, que contempla 10 colores graduados con 10 %
de orégano negro por categoria) (Bauza et al. 2008) mientras que en las parcelas sin tratamiento
el orégano evaluado fue de segunda categoria (figura 6). En cuanto a los sintomas, poblaciones
de 5 trips/brote se observa la deformacion de la yema apical y con poblaciones de 40 trips/brote

la inflorescencia se atrofia completamente.

-

Figura 6. Muestras: de orégano cosechado en el
testigo (izq.), orégano cosechado
en la parcela tratada con acetamiprid.
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Conclusiones

Se ha logrado identificar el género de la plaga
y hay que continuar con el trabajo de identifi-
cacién de esta.

Se ha observado que el ataque de trips pro-
duce una disminucion en la calidad, en cuanto
a color. Pasando de un orégano de categoria
verde o primera a categoria manchado o se-
gunda. Es importante continuar con la evalua-
cion para cuantificar el dano producido por la
plaga en los dos ecotipos y en los dos picos
generacionales.

Se ha comprobado que acetamiprid en una
concentracion de 50 g/hl, permite un efectivo
control de la plaga.

A Carlos Manuel de Borbdn por su disposicién por su ayuda para realizar este trabajo.
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13/09/2013 compacto 0,23 F
13/09/2013 cordobés 0 E
20/09/2013 compacto 0,63 =
20/09/2013 cordobés 0 F
27/09/2013 compacto 1,63 E F
27/09/2013 cordobés 0,9 =
04/10/2013 compacto 3,2 E F
04/10/2013 cordobés 1,67 E F
11/10/2013 compacto 6,73 E F
11/10/2013 cordobés 0,87 F
18/10/2013 cordobés 0,9 =
25/10/2013 cordobés 3,43 E IF
01/11/2013 cordobés 1,9 E E
08/11/2013 cordobés 7,53 F
15/11/2013 cordobés 8,9 =
22/11/2013 cordobés 3,67 E F
29/11/2013 cordobés 2,87 E F
06/12/2013 cordobés 7,87 E F
13/12/2013 cordobés 5,53 B F
20/12/2013 compacto 12,5 E
20/12/2013 cordobés 3,77 E [F

Nota: momentos de captura, en naranja se indican los momentos de mayores capturas y en amarillo los momentos
on menores capturas de trips.

(2]
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Introduccién al analisis de la variacion en rendimiento de aceite
esencial en plantas aromaticas: Avances en Minthostachys verticillata’

Arteaga, M.; Collado, C.
Instituto Recursos Bioldgicos, INTA Hurlingham.
arteaga.martin@inta.gob.ar

Introduccién

Numerosos analisis descriptivos que incluyen muestras de plantas de la misma especie en di-
ferentes regiones, o en el caso de especies cultivadas bajo diferentes condiciones ambientales,
muestran que tanto la composicion como el rendimiento en aceite esencial tienden a ser variables
(Zigadlo, et al., 1996, Ojeda, 2004; Elechosa et al., 2009, Arteaga et al., 2013). Esto dificulta la
obtencion de un material de “cualidades superiores” bajo todos los ambientes potencialmente ex-
plorables.

En caracterizaciones realizadas en sus areas de distribucion natural es comun observar que, den-
tro de las mismas especies, la composicion quimica del aceite esencial (AE) puede variar con la
distribucion geografica, pudiendo encontrarse variaciones cualitativas en la composicion del AE
entre plantas creciendo a poca distancia o entre grupos de plantas de la misma especie creciendo
desde unos pocos a cientos de kildmetros (Elechosa et al., 2009; Van Baren et al., 2014). Este fe-
némeno no resulta extrafno teniendo en cuenta que los compuestos del aceite esencial participan
en numerosas interacciones ecologicas. Por ejemplo, en ambientes humedos, los individuos de
una especie aromatica tienden a generar y almacenar compuestos que otras poblaciones de esa
misma especie, en zonas (0 sitios) mas aridas no producen.

Estudios sobre colectas in situ en Minthostachys verticillata (M.V.) muestran mayores contenidos
de aceites esenciales en las colecciones procedentes de la region central de Argentina, provincias
de Cdrdoba y San Luis, respecto a las procedentes de la region noroeste argentino, asi mismo,
importantes diferencias en la composicidon de la esencia han sido numerosamente reportados en-
tre estas dos regiones (Zigadlo, 1996; Elechosa et al., 2007, Ojeda, 2004, Van Baren et al., 2014).
Sin embargo, pocos trabajos han intentado estudiar las fuentes de variacion que explican estas
diferencias desconociéndose las razones de los mayores contenidos informados en las coleccio-
nes del centro de la Argentina.

La sintesis y acumulacioén de aceite esencial tiene lugar en estructuras de la epidermis de hojas,
tallos y flores denominadas tricomas o pelos glandulares (figura 1). Estas estructuras estan for-
madas por células secretoras, donde se sintetiza el aceite esencial, y por estructuras de alma-
cenamiento donde la esencia es almacenada y aislada del resto de la planta debido a que estas
sustancias tienden a ser toxicas incluso para la planta que las produce (Croteau et al., 2005). De
esta manera, la cantidad de aceite esencial que genere una planta va a depender de la cantidad
de tricomas glandulares que posea y del tamafio de las estructuras de almacenamiento. Es decir,
tricomas mas grandes y en mayor numero por planta correlacionaran con mayor contenido de AE.
(Rios Estepa et.al. 2010).

' Esta es una versién resumida y en espafol de la publicacién: Arteaga, M., Collado C., Gil A. 2016. Characterization of glandular
trichomes of Minthostachys verticillata “peperina” from northwest and central Argentina: relation with essencial oil content. J.Bio.Env.
Sci. 201 Vol 8, N.° 4 pp. 172-181).
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es

en la cara abaxial de hojas apicales (1) y basales (2) de Minthostachys
verticillata en SEM. C= procedencia Cérdoba; T= procedencia Tucuman.
Barra =100 um

La cantidad de aceite esencial que un determinado genotipo produce también es comun que varie
entre diferentes regiones y entre estaciones de un mismo sitio, como consecuencia de la interac-
cion de factores ambientales con ese genotipo particular, e incluso dentro de la misma planta.

En la mayoria de estas especies, las células secretoras reciben insumos en forma de fotoasimi-
lados y transforman esos insumos en aceite esencial que secretan en la cavidad de almacena-
miento. Por lo tanto aquello que afecte al metabolismo primario de la planta afectara la sintesis de
aceite esencial —metabolismo secundario—. Las condiciones ambientales, ademas de condicionar
el nivel de sintesis de aceite esencial, también pueden condicionar el desarrollo de los tricomas y
el crecimiento de los 6rganos; teniendo una gran influencia en la cantidad de tricomas glandulares
que se desarrollen en cada 6rgano y en la densidad de estos (tricomas.mm2 de 6rgano).

El patron de incremento en el numero de tricomas fue descrito en Menthapiperita, por Colson et al.
(1993) donde se observé que el numero de tricomas glandulares se incrementaba en los sucesivos
pares de hojas.

Ademas, pueden existir variaciones genéticas dentro de una especie en tamafo y cantidad de
estas estructuras, por lo cual seria posible seleccionar individuos con mayor potencial de rendi-
miento seguun estos atributos.

El rendimiento en aceite esencial muchas veces se expresa como porcentaje (ml de esencia por
peso seco o peso oreado de biomasa por 100) mientras que el rendimiento agronémico expresa
cantidades de aceite esencial por unidad de superficie (por ejemplo, litros por hectarea). Por lo
tanto, el rendimiento agronémico en aceite esencial y la expresién porcentual del aceite esencial
pueden tener una relacion inversa. Situaciones de estrés, como sequia, temperatura, etc. pueden
afectar mas el area del érgano, por ejemplo, el area foliar que la cantidad de tricomas aumentando
el porcentaje de AE; sin embargo, la cantidad absoluta de esencia por planta o m? puede ser me-
nor, es decir, un menor rendimiento agronémico.

Con el objeto de estudiar la relacion entre la variacion de AE y las estructuras de sintesis, los tri-
comas glandulares, entre plantas procedentes de regiones contrastantes de peperina, se tomaron
muestras de plantas in situ y se realizé un ensayo en condiciones semicontroladas en el Instituto
de Recursos Bioldgicos de INTA (IRB), situado en Hurlingham, provincia de Buenos Aires.
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Materiales y métodos

El primer estudio se llevoé a cabo sobre material recolectado, abarcando gran parte del area de
dispersion natural de la especie. Posteriormente, algunos individuos recolectados fueron clonados
y evaluados en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) ubicado en Hurlingham,
prov. de Bs. As., bajo condiciones semicontroladas, en un disefio completamente aleatorizado
(Experimento ex situ en Buenos Aires).

Se recolectaron un total de 20 plantas en similar estado fenoldgico (floracién) elegidas al azar en
distintas localidades de las regiones centro (San Luis y Cérdoba) y norte (Tucuman) de Argentina
(figura 1). Con el fin de obtener un valor promedio de densidad y diametro de tricomas y asociar-
lo a la concentracion del aceite esencial obtenido del resto de las hojas de la planta, previo a la
cosecha, hojas totalmente expandidas —no senescentes— provenientes del nudo n.° 5, en sentido
apical-basal, fueron separadas por planta (unidad experimental), herborizadas y almacenadas
para la caracterizacion de los tricomas en laboratorio. Las hojas restantes de cada planta fueron
separadas de los tallos, oreadas y almacenadas en bolsas de papel hasta el momento de extrac-
cion de la esencia.

Experimento ex situ (Buenos Aires): En las instalaciones del Instituto de Recursos Bioldgicos del
INTA, -34° 36 ‘33.72” y -58° 40’ 21.38”, tres individuos provenientes de plantas silvestres de M.
verticillata, de dos localidades de la provincia de Cérdoba y de una localidad de la provincia de Tu-
cuman fueron clonados y sus repeticiones distribuidas aleatoriamente en macetas al aire libre. Las
plantas madres utilizadas en el experimento fueron obtenidas a partir de vastagos recolectados y
acondicionados en papel humedo y bolsa tipo Ziploc durante 6-12 h. Luego, a partir del material
recolectado se realizaron estacas con agregado de hormona de enraizamiento (acido naftalen
acético, 1500 ppm) y repicados en bandejas con sustrato comercial de enraizamiento desinfectado
sin suelo. Las bandejas con estacas identificadas fueron acondicionadas en cajas de tergopol y
enviadas a Buenos Aires donde se las mantuvo en condiciones de humedad (mistsystem) duran-
te 30 dias. Posteriormente, se las traspas6 a macetas de un litro rellenas con compost y se las
mantuvo en invernaculos hasta primavera. En el mes de noviembre, 10 plantas de Tucuman y 10
plantas de Cérdoba (5 por localidad) fueron traspasadas individualmente a macetas de 3 litros re-
llenas con sustrato de aptitud agricola. Estas fueron mantenidas hasta su cosecha en marzo bajo
media sombra, evitando la competencia entre individuos a través de la distancia de separacion de
las macetas entre si. Sobre uno de los vastagos principales de cada planta se cosecharon dos ho-
jas: la apical de menor desarrollo (nudo n.° 2) y una basal completamente expandida (nudo n.° 12)
para determinar la densidad (n.° de tricomas.mm2) y el tamafio medio de los tricomas (diametro
promedio en pm). Asi mismo, para obtener un valor de referencia en contenido de aceite esencial
por tipo de hoja y por procedencia de cada planta, una muestra compuesta de las hojas acompa-
fAantes y de otros vastagos, pero de los mismos nudos ( 2 vs. 12) fueron agrupadas en dos grupos
por procedencia y posteriormente destiladas.

Extraccién del aceite esencial: en el laboratorio las hojas se hidrodestilaron utilizando trampas tipo
Clevenger durante 1 hora y 30 minutos. Previamente una submuestras de hojas de cada planta fue
pesada por separado y puesta en estufa a 70 °C durante 48 horas hasta estabilizacion del peso,
luego de lo cual se la volvid a pesar y se establecié el contenido de humedad. El contenido en
aceite esencial (AE) fue expresado como porcentaje (% = v/p: volumen de esencia (ml) peso seco
de hojas-1 (gramos) por 100).

Determinacion del diametro y densidad en tricomas glandulares: mediante microscopio electro-
nico de barrido MEB (Maffei et al., 1989, Rios Estepa et al., 2010) se tomaron imagenes sobre
la cara abaxial de hojas del nudo n.°5, en hojas de plantas silvestres, y de los nudos n.°2 —hojas
apicales—y 12 —hojas basales—, en plantas cultivadas en macetas. En la zona media de cada hoja
se midieron 10 celdas de 1 mm? determinandose: el nimero de tricomas y el diametro medio, en
ambos casos como el promedio de las 10 celdas (Nawab et al., 2010). Para medir el diametro se
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utilizé el programa Piximetre (disponible en: http://ach.log.free.fr/Piximetre/).

Analisis estadistico: el conjunto de datos fue sujeto al test de normalidad y homogeneidad de va-
rianza. Luego los datos fueron sujetos a analisis estadisticos univariados (ANOVA, correlacion de
Pearson y test de Tukey) utilizando el software Infostat (versién 2012).

Resultados

Relevamiento in situ: en las plantas colectadas de las sierras, el n.° de tricomas no difirié entre
plantas cosechadas en el centro del pais (Cérdoba y San Luis) vs. las del norte (Tucuman), obser-
vandose una gran dispersién en los datos hallados. Sin embargo, las colecciones del centro del
pais presentaron tricomas de mayor diametro (p < 0.05) que las de Tucuman (figura 2) De manera
similar, la concentracion de AE% fue en promedio mayor (p = 0.05) en las plantas colectadas en
el centro de la Argentina que en las colectadas en el norte, correlacionando positivamente con el
diametro de los tricomas, no asi con la densidad (tabla 1).

Y=0,33x-5,93
R’= 0,99

10 + Y =0,00x -7,29

R'= 0,00 (|

oo —%

EO %
=]

L

T

0 10 20 30 40 50 60 70
tricomas mm®
R0z A

Y= 0,32x-12,32

127 R= 0,12 A

T Y=012x156 <
10 el E: -’7/
Il o._.—

20 30 40 50 60 70 80

tricomas (um)

Figura 2: Porcentaje de AE (EO%) en funcion del didmetro de tricomonas en hojas de M. verticillata
proveniente de colecciones de las provincias de: Tucuman (simbolos llenos B A®), Cérdoba y San Luis
(vacios OAO) en dos situaciones experimentales. Experimento 1 cuadrado superior, hojas de plantas
colectadas individualmente en las sierras (BO), donde se observa que el nimero de ticomonas no tuvo
diferencias en las colectas pero si en el experimento (linea verde). Experimento 2: plantas creciendo bajo
un mismo ambiente cuyas hojas se separaron en apicales (A A) y basales (OO). Las hojas apicales con
mayor densidad de tricomas y mayor concentracion de AE. Lineas continuas = modelo de cada experi-
mento; linea discontinua = modelo general.
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Plantas cultivadas en el IRB, Hurlingham:
la densidad de tricomas fue mayor (p <
0.05) en hojas apicales que en basales,
indistintamente de la procedencia de la
planta. Sin embargo, las plantas de Coér-
doba presentaron una mayor densidad de
tricomas (p < 0.05) que el genotipo del
norte, pero sin diferir entre las dos prime-
ras. El diametro de tricomas no presentd
diferencias entre hojas de diferentes on-
togenias. Sin embargo, el diametro fue
mayor en las plantas de Cérdoba que en
la de Tucuman (p < 0.05), sin deferir entre
las de Cérdoba.

Tabla 1: Correlacion de Pearson: coeficientes\proba-
bilidades para densidad, diametro medio de tricomas
glandulares en hojas de Minthostachys verticillata co-
sechadas in situ. Por debajo de la diagonal principal se
encuentra el coeficiente, y por encima la probabilidad
asociada a la prueba de hipétesis de correlacion nula
(Manual Infostat, 2012).

Diametro N?° of AE %
de tric. (um) trico.mm?

Diametro tricoma (um) 1.00 0.78 0.05
N.° de tricomas .mm? -0.07 1.00 0.97
AE % 0.49 0.01 1.00

La concentracion de AE, medida como un unico valor por tipo
de hoja y procedencia, presento valores superiores en las ho-
jas apicales que en las basales en todas las procedencias.
Aunque las plantas procedentes de Cérdoba presentaron una
mayor concentracion que la del norte de Argentina, con con-
centraciones similares entre las del centro del pais (figura 3).

Discusion y conclusiones

En Minthostachys verticillata las diferencias observadas en
densidad de tricomas entre las hojas apicales y basales si-
guen el mismo patrén que el mencionado en la bibliografia
para otras especies de la misma familia (Maffei et al., 1986 y
1989; Werker et al., 1985 y 1993, Venkatechalam et al., 1984).
La concentracion de aceite esencial en hojas apicales es ma-
yor que en las hojas basales porque una gran cantidad de tri-
comas esta contenida en una superficie mucho menor. Esto se
debe, en parte, a que al desarrollo de los tricomas esta ligado
al desarrollo y al crecimiento de la hoja; el nimero de tricomas
no es un caracter predeterminado al momento del nacimiento

Figura 3: Medida del diametro (um), densidad
de tricomas n° de tricomas mm2 y contenido

de aceite esencial (EO) (%, v/p = volumen peso
seco de hojas ') en hojas de M. verticillata
provenientes de la region centro (CA) y norte de
Argentina (NA) pero cultivadas bajo condiciones
semicontroladas en Buenos Aires. Altura de

la barra = valor medio; linea vertical = desvio
estandar de la media. Barra llena = en hojas
apicales; barra con lineas = en hojas basales.
Test de Tukey; letras diferentes indican diferencias
significativas con p< 0.005 EO: Aceite esencial.

Memoria técnica: Investigaciones en plantas aromaticas y medicinales

plantas plantas en
control experimento
— T 1 1
£ 80y A a D
L T
=l b
g o=
o 60+
10 a
£ 504
T; b
T 40 T
o
S
B 307
=
© 20
o
101
0
704 B a E
ik ae
b
1 T
~_ 50
g {
40
s [T [ ]
£ 30
o J
-2
E )
10
0
L2 c F
25
a
2 o1 T
o b
I T
6
34
0
CA NA CA NA

75



de la hoja, sino que existiria un niumero potencial dado por la cantidad de tricomas al comienzo
de la aparicién de la hoja (la mayor parte de estos), mas los que podrian desarrollarse en zonas
meristematicas remanentes hasta la maduracion de la hoja donde ya no hay mas desarrollo (Tis-
sier, 2012; Gershenson, 1994; McCaskill, et al., 1992; Werker, et al., 1993). Ademas, variaciones
en la cantidad de radiacion, en el fotoperiodo y en las temperaturas diurnas y nocturnas, también
pueden afectar el numero, el tamano y el grado de madurez de estos, pudiendo afectar de esa
manera la concentracion de esencia en los 6rganos (Maffei et al., 1986 y 1989; Voirin y Bayet,
1996; Liakoura, et al., 1997; Werker, et al., 1985 y 1993; Turner, et al., 2000; McCaskill, et al., 1992
y 2000, Croteau, et al., 2005; Rios Estepa, et al., 2008 y 2010).

Los diametros semejantes en hojas apicales y basales indicarian que los aceites esenciales son-
sintetizados y almacenados en los tricomas en forma temprana (Turner et al., 2000).

La mayor densidad de tricomas en los genotipos del centro del pais se podria deber tanto a una
mayor produccion de tricomas en las plantas mas australes, como a una mayor expansion foliar
en las plantas del norte de Argentina (Ojeda, 2004). Estas diferencias en densidad de tricomas no
fueron observadas en plantas colectadas in situ, donde situaciones de estrés generales y particu-
lares de cada microambiente podrian haber afectado de forma diferencial a los componentes del
rendimiento y generado una mayor variabilidad en la densidad de estos. Sin embargo, incluso en
esta situacién de ambiente natural (y posiblemente de elevado estrés) donde la variabilidad en la
densidad de los tricomas fue muy alta, los genotipos mas australes mantuvieron mayores rendi-
mientos en AE, correspondiéndose en este caso con un mayor diametro medio de los tricomas.
Al comparar las observaciones en plantas silvestres vs. las cultivadas se observa: a) una menor
dispersién en la densidad de los tricomas, atribuible a la mayor homogeneidad en las condiciones
ambientales y genéticas; y b) un aumento en el diametro de los tricomas, posiblemente por una
mejora en la oferta de recursos.

El menor tamafio de los tricomas de las plantas de la zona mas humeda tendria sentido en térmi-
nos ecologicos ya que estas plantas se encuentran en una zona de mayor oferta de recursos, mas
diversa y de menor radiacion global. En esta region se encuentran los AE de Minthostachys verti-
cillata con mayor diversidad de compuestos (Zigadlo, 1996, Ojeda, 2004, Elechosa 2005 y 2009).
La mayor densidad de tricomas en las hojas apicales se corresponde con su mayor concentra-
cion en AE y con el hecho de ser las hojas con mayores concentraciones de defensas quimicas
antiherviboria (Herms y Matson, 1992), como AE e inhibidores de proteasas (Zabala et al., 2013).
El crecimiento posterior de las hojas dado principalmente por elongacion celular (Werker, 2003)
diluye la relacion entre el nimero de tricomas y la superficie foliar (densidad de tricomas) y el am-
biente puede afectar el nUmero de tricomas a través de su efecto en las células meristematicas
remanentes que permanecen en ese estado o son estimuladas para transformarse en tricomas
(Werker, 2003). Eso podria explicar que no se encontraran en este trabajo diferencias en nimero
de tricomas en las plantas colectadas en las dos regiones, pero si en el ensayo en el mismo am-
biente.

Si tanto el tamafo como la cantidad de tricomas glandulares tienen cierto control genético, pa-
rece probable, de acuerdo a nuestros resultados, que en Minthostachys verticillata el tamafio de
tricomas tenga un control genético mas estricto que el numero de tricomas. Esto le permitiria a la
planta rapidos ajustes ante situaciones de estrés en tiempos de su ciclo de crecimiento y desarro-
llo, como observaron Rios-Estepa, ef al. (2010) en ensayos en ambiente controlado al someter a
plantas de Mentha x piperita a diversas situaciones de estrés ambiental.

Esta primera aproximacién al analisis de los tricomas glandulares y su relacién con el rendimiento
de AE en Minthostachys verticillata, sugiere la posibilidad, no solo, de seleccionar genotipos en
forma temprana sobre estas caracteristicas, sino también la de desarrollar practicas de manejo
que potencien estos caracteres para aumentar los rendimientos en aceites esenciales.
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Introduccién

Las plantas aromaticas medicinales (PAM) son aquellas especies vegetales que tienen la capa-
cidad de elaborar metabolitos secundarios (principios activos) farmacolégicamente activos, que
pueden ser nocivos o beneficiosos para la salud. Dentro de este grupo, las plantas estrictamente
aromaticas son aquellas cuyos principios activos son compuestos volatiles (aceites esenciales)
que les confieren el aroma que las caracteriza, esta propiedad organoléptica le confiere a las
comidas y a las bebidas aromas, colores y sabores diferentes que las hacen mas apetitosas, sa-
brosas y mas gratas al olfato, a la vista y al paladar, las convierte en insumos relevantes para la
industria alimentaria y licorera.

Muchas de ellas no son producidas, sino que son extraidas de la naturaleza; el aumento de la
demanda de estas especies, sobre todo de las industrias productoras de bebidas, tipo amargos
serranos y de infusiones, pone a ciertas poblaciones de estas especies en serio riesgo de extin-
cion (Pathak y Abido, 2014).

El valor de las PAM debe ser ponderado desde diferentes criterios, su valor intrinseco como plan-
ta, su capacidad de producir metabolitos secundarios, tanto en calidad como cantidad, su posible
aprovechamiento en las industrias alimentaria y farmacéutica, la disponibilidad de su germoplas-
ma y sus aplicaciones en la medicina popular. En consecuencia, estas especies vegetales tienen
importancia biolégica y econdmica, por sus genes y el producto de estos, a lo que se suma su
importancia social por los saberes ancestrales y por ser parte del medio de subsistencia de mu-
chas familias.

Partiendo de la premisa que la mejor forma de conservar y sentar soberania sobre un recurso
genético es profundizar nuestro conocimiento sobre este y propiciar su aprovechamiento sus-
tentable; el grupo de aromaticas del INTA del Instituto de Genética y del Instituto de Recursos
Bioldgicos, situados en Hurlingham, provincia de Buenos Aires, propuso como estrategia, para la
preservacion del recurso, desarrollar su germoplasma, obtener nuevas variedades a partir del ma-
terial silvestre mejorando su productividad de metabolitos secundarios y ofrecerlo como alternativa
para que sea producido por cultivo en vez de extraerlo de la naturaleza, comenzando por Lippia
integrifolia (Griseb.) Hier. (lannicelli, 2016).

El género Lippia comprende mas de 40 especies que crecen en Bolivia, Paraguay y en la region
que se extiende desde el sur de Brasil hasta Uruguay y el centro y noroeste de Argentina. L.
integrifolia (Gris.) Hier también conocido como “incayuyo” o “té del inca” (figura 1). Crece en el
noroeste y centro de la Argentina en las zonas cercanas a los Andes. Es un arbusto aromatico 1
m de altura, con tallo de color marrén grisaceo. Las hojas, que son dos por nodo, son de 1,0 a 5,0
cm de largo, de color verde claro, simples, opuestas, lineares y lanceoladas. El diametro de sus
inflorescencias oscila en los 4,0 mm. En Argentina, la floracién se produce al principio y al final del
verano (http://www.darwin.edu.ar/Proyectos/floraargentina/especies).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es quizas la herramienta biotecnologica mas utilizada, espe-
cialmente para la propagacion en gran escala de plantas (Escandon et al., 2010), pero también,
ajustando ciertos aspectos del protocolo es posible aplicarla como una herramienta para el mejo-
ramiento vegetal. En efecto, haciendo combinaciones con las hormonas vegetales es posible ge-
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Foto 1. Planta madre de incayuyo bajo condiciones
de invernaculo estandar.

nerar variabilidad genética a través del cultivo
de tejidos. Asimismo, es posible amplificar este
fendmeno exponiendo los explantos a la accién
de agente mutagénico, como la colchicina, que
duplican la cantidad de cromosomas (Gonzélez
Roca et al., 2015) y, de esta manera, es posi-
ble incrementar las cantidades de metabolitos
secundarios por gramo de tejido. (Mishra et al.,
2010), centella (Kaensaksiri et al., 2011).

Experimentacioén y resultados

Basandonos en esa premisa se propuso a través
de la aplicacion de colchicina, bajo condiciones
de cultivo in vitro obtener nuevas variedades de
incayuyo, con mayor numero de cromosomas,
a fin de disponer de una planta con una mayor

capacidad de sintesis de aceites esenciales, con un aroma mas intenso que la original.

El primer paso fue seleccionar la planta sobre la cual trabajar, por las caracteristicas de su aroma,
se eligié un espécimen recolectado en la provincia de La Rioja. La planta fue puesta bajo condicio-
nes de invernaculo se la multiplicé por estacas para disponer de la cantidad suficiente de material,
y realizaron esquejes con tallos no lefiosos tratados con acido Indol butirico (2.500 ppm) y puestas
en macetas 12 cm en camara humeda (figura 2). Una vez enraizadas y transferidas a invernaculo
estandar, las plantitas fueron tratadas con agentes antifungicos en funcién de obtener un estado
sanitario adecuado para el establecimiento de su cultivo in vitro.

Si bien incayuyo no presentd problemas para su multiplicacion por estacas, enraizaron el 100 %
de las estacas tratadas, en funcion de incrementar su tasa de multiplicacion y favorecer la apari-
cion de poliploides se ajustd su propagacion in vitro.

Figura 2. Enraizamiento de estacas del genotipo seleccionado de L. integrifolia para in-

troducir a cultivo in vitro. a) Estacas iniciales. b) Estacas enraizadas al cabo de 30 dias. c)
Estacas desarrollando en invernaculo estandar. (Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).
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Con el objetivo de establecer el cultivo se tomaron brotes jévenes de las plantas mantenidas (y
tratadas con antifingico) en invernaculo, el material tomado se desinfectd superficialmente con
el método etanol (70 %), detergente (0,001 % V/V) y lavandina (5,5 % de cloro activo) y agitacion
suave y constante durante 10 minutos. Luego de este tratamiento y ya bajo condiciones estériles
(en cabina de flujo laminar), fueron enjuagados 5 veces con agua destilada estéril y se cortaron los
segmentos nodales (explantos) y se sembro, cada uno, en tubos de cultivo conteniendo 10 ml de
medio de cultivo semisdlido, suplementado con 20 g/l de sacarosa y libre de hormonas. Se cultiva-
ron en cuarto de cultivo a 24 £ 2 °C y fotoperiodo de 16 horas usando lamparas de bajo consumo.
Una vez verificada la no aparicion de contaminacion y el buen desarrollo de las yemas se procedio
a transferir los explantos al mismo medio base, pero suplementado las siguientes concentraciones
de la citocinina 6, bencil-amino purina (BAP): 0,0; 2,2; 3,3 y 4,4 uM. La figura 3 muestra la secuen-
cia de cultivo, al cabo de 2 subcultivos al mismo tratamiento y dado a que no se detectaron diferen-
cias significativas en las tasas de multiplicacién observadas para los medios conteniendo BAP, se
optd por el tratamiento conteniendo 2,2 uM que mostré una tasa de 15,6+8,2 brotes por explanto.
Una vez alcanzado un largo de dos centimetros aproximadamente, todos los brotes regenerados,
fueron transferidos al mismo medio, pero con sus sales diluidas a la mitad y suplementado con
0,28 uM de AlA para su enraizamiento in vitro. El 80 % de los brotes desarrollé raices adventicias
(figura 3d). Estas plantulas, enraizadas y elongadas, fueron transferidas a condiciones ex vitro
para ser aclimatadas, como se muestra en la figura 3e. Las bolsas de nylon fueron agujereadas
cuidadosamente durante 15 dias hasta que no fueron capaces de retener la humedad. En ese
lapso las plantulas se aclimataron (desarrollaron cuticula y estomas funcionales), por lo que las
bolsas de nylon fueron retiradas y las plantas cultivadas en forma estandar en invernaculo (figu-
ra 3f) (lannicelli et al., 2016).

Figura 3. Secuencia del cultivo in vitro de incayuyo. a) Brote cultivado in vitro, el rectangulo rojo define el
segmento nodal sembrado como explanto para el ensayo con diferentes concentraciones de BAP. b) Mul-
tibrotaciones desarrolladas en los diferentes tratamientos con BAP al cabo de 45 dias de cultivo. ¢) Brotes
aislados a partir de un explanto del tratamiento 2,2 yM de BAP. d) Brotes enraizados y elongados. e) Plan-
tulas bajo camara humeda en proceso de aclimatacion. f) Plantas aclimatadas creciendo bajo condiciones
de invernaculo. (Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).
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Una vez establecido un protocolo estandar de multiplicacion y, basandonos en trabajos previos del
grupo, segmentos nodales precultivados en medio MS con BAP 2,2 uM por 10 dias. Transcurrido
este tiempo, se transfirieron al mismo medio de multiplicacién, pero suplementado con una solu-
cion de colchicina 0,01 % (v/v, concentracion final en el medio de cultivo, preparada de la misma
forma que en el ensayo anterior). El cultivo se llevé a cabo en la oscuridad durante 15 dias. Como
controles se sembraron explantos en medio de multiplicacién BAP 2,2 yM con DMSO al 1 % y
en medio de multiplicacion BAP 2,2 uM sin otro agregado (sin tratar) tanto en luz y en oscuridad.
Luego de 15 dias los explantos fueron subcultivados al mismo medio, pero libre de colchicina.
El cultivo se llevé a cabo con un fotoperiodo de 16 h. Los subcultivos se realizaron cada 7 dias,
durante 7 meses.

Una vez aislados los brotes tratados con colchicina y los controles siguieron por las mismas eta-
pas que el cultivo normal, elongacion, enraizamiento y aclimatacion.

La figura 4 muestra la evolucion de los explantos tratados con colchicina y compara la velocidad
de crecimiento in vitro entre estos y sus controles sin tratar.

Figura 4. Cultivo de explantos de L. integrifolia en medio de multiplicaciéon con

el agregado de colchicina. a) Explanto inicial. b) Comparacién del desarrollo de

un explanto tratado con colchicina (izquierda) y un explanto sin tratar (derecha),
ambos en medio de multiplicacién libre de colchicina, a los 40 dias. c) Las flechas
sefialan brotes incipientes. d) Brotes desarrollados en medio luego del tratamien-
to con colchicina, tras 60 dias de cultivo (Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).

Si bien al principio, bajo condiciones in vitro, se observé un retardo en el crecimiento de las posi-
bles tetraploide, una vez aclimatadas y puestas a crecer bajo condiciones de invernaculo no se
observaron diferencias en el crecimiento entre diploides y tetraploides.
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A fin de confirmar los diferentes niveles de ploidia entre las plantas tratadas con colchicina y sus
controles, se hicieron mediciones del contenido de ADN en un citdmetro de flujo. Los tejidos de la
hoja se maceraron en una solucidon de enzimas que provocan la separacion de las células y, por
medio de una bomba, la suspension conteniendo las células es succionada a través de un canal
que por sus dimensiones, obliga a las células a alinearse de a una. El principio de esta técnica se
basa en tenir el ADN con un colorante fluorescente (DAPI) y medir la cantidad de fluorescencia
que emite cada célula cuando un haz de luz incide sobre ellas. La magnitud de la fluorescencia es
directamente proporcional al contenido de ADN de cada una (lannicelli et al., 2016).

A través de esta técnica se pudo determinar entre las plantas ex vitro que los controles fueron
diploides, que entre los tratados con colchicina habia diploides, tetraploides e individuos quimera
(con células diploides y tetraploides). La figura 5 mues-
tra ejemplos de algunos de los perfiles obtenidos luego de
medir las plantas candidatas y sus controles correspon-
dientes.

Una vez confirmada la existencia de una poblacion de te-
traploides entre las plantas ex vitro recuperadas del trata-
miento con colchicina, se inicié la caracterizacion fenotipi-
ca de estos y su comparaciéon con los individuos diploides.
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Figura 5. Perfiles del contenido de
ADN relativo obtenidos por citometria
de flujo. a) Planta diploide. b) Planta
tetraploide. c) Planta quimera. (Tomado
de lannicelli, J. Tesis doctoral).

Figura 6. a) Plantas ex vitro desa-
rrollandose bajo condiciones de in-
vernaculo estandar. A la izquierda se
observa una tetraploide y a la derecha
una planta control. b) Comparacién de
hojas, inflorescencias, estomas y granos
de polen entre diploides y tetraploides.
(Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).
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La figura 6a muestra la diferencia en el porte de la tetraploide (izquierda) y un control diploide
(derecha). Estas

diferencias en el aspecto de la plantas se hicieron mas notorias cuando se pudieron comparar, en
plantas adultas, los tamafos de hojas, flores estomas y granos de polen (figura 6b).

Finalmente se comparo la produccion de aceites esenciales entre los individuos diploides y tetra-
ploides. La extraccion de aceites esenciales se llevd a cabo por destilacion con arrastre de vapor.
Si bien se observo variabilidad en la produccion de aceites, todos los tetraploides produjeron
significativamente mas que los diploides. Estos resultados se pueden ver resumidos en la tabla 1.

Tabla 1. Diferencias en la produccién de aceites entre la
planta madre y las diferentes poblaciones de plantas ex vitro
recuperadas. PM: planta madre. T: tetraploides. DC: diploi-
des recuperados del tratamiento con colchicina. CB: contro-
les tratados con BAP. C s/B: controles sin BAP. Q: quimeras.
(Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).

RENDIMIENTOS (%V/P)

PM T DC cB CsB Q
2,9 3,7 3,0 3,0 3.1 3,3
4,4 2,9 229 2 3,0
4,7 3.1 3,0 3,0 2,8
3,9 3,0 2,9 219 23
3,6 2,1
3,5 240
4,1 3.1
3,5 259
3,6
3,6
3,9
3,7
3,9

Como corolario de este trabajo, el individuo que mostré la mayor capacidad de sintesis de aceite
fue inscripto en el INASE como una nueva variedad de incayuyo al que se la denomino: Tawa
(significa cuatro en Quechua) INTA, con numero de registro: 15679 y fecha de inscripcion el 6 de
julio de 2015 (figura 7).
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Figura 7. Aspecto de Tawa-INTA con relacion a la planta original (izquierda). Tawa INTA florecida (dere-
cha). (Tomado de lannicelli, J. Tesis doctoral).

Conclusiones

Se optimizé un protocolo para la propagacion in vitro de L. integrifolia, a partir del cual fue posible
regenerar plantulas tanto por via directa a través del desarrollo de yemas preexistentes, como por
organogeénesis indirecta a través del desarrollo de brotes de novo.

El BAP fue la citocinina que permitié obtener la mejor tasa de multiplicacién de L. integrifolia.

Se desarrollé un protocolo de poliploidizacion in vitro para la obtencién de autotetraploides de L.
integrifolia, a través del uso de colchicina adicionada al medio de multiplicacion.

Los autotetraploides desarrollados mostraron fenotipos diferentes a los diploides, incluida la planta
madre, con mayores tamafos de hojas, inflorescencias, estomas y granos de polen.

Los rendimientos de aceites esenciales de los autotetraploides fueron superiores al de la planta
madre y al resto de los diploides. En cambio, los rendimientos de los diploides fueron similares al
de la planta madre.

A partir de la implementacion de biotécnicas, fue posible incrementar el valor productivo de esta
especie.

Con los ajustes correspondientes, esta estrategia puede ser replicada en otras especies que estén
en peligro de extincion o bajo gran demanda comercial.
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Introduccién

Aloysia polystachya (Gris.) Mold. (Verbenaceae) conocido popularmente como burrito es un arbus-
to de hojas aromaticas que se encuentra ampliamente distribuido en las regiones subtropicales de
América del Sur, principalmente en Paraguay y en el norte de Argentina.

En Argentina, se comercializa alrededor del 80 % sin procesamiento, el resto en mezclas; como
aceite esencial u oleorresina para la industria de la alimentacion, farmacéutica y cosmética (Be-
rardi, 2010). En la industria alimenticia, se encuentra como aditivo de las yerbas compuestas y de
las bebidas sin alcohol denominadas “amargos”. Las hojas contienen derivados terpénicos que le
confieren a sus infusiones propiedades tonicas, carminativas y digestivas; muy indicadas para do-
lores de estdmago y digestiones lentas (Filipoy, 1994; Martinez Crovetto, 1981; Ratera et al. 1980).
La creciente demanda de estas y otras especies nativas han establecido un sistema de explota-
cion de tipo extractivo, causando el deterioro de las poblaciones silvestres. Es necesario contar
con conocimientos ecoldgicos que brinden informacién sobre su comportamiento para un apro-
vechamiento sustentable. La fenologia comprende el estudio de los fendmenos bioldgicos vincu-
lados a ciertos ritmos periddicos o fases y la relacion con el ambiente donde ocurren. En su ciclo
ontogénico, los vegetales experimentan cambios visibles 0 no, que estan en estrecha relacién
con el genotipo, el ambiente en que se desarrollan y la interaccién entre estos; el resultado del
complejo de interacciones, ocasiona amplias respuestas de los diferentes cultivos y variedades
(Mundarain et al., 2005). Estas observaciones son utiles también en el desarrollo y estandariza-
cion de técnicas agronémicas.

Los estudios fenolégicos de especies aromaticas, y en especial en burrito, son escasos y no se
encontraron referencias especificas en bibliografia. Dado la importancia que revierte, el presente
trabajo tiene como objetivo investigar el comportamiento del Burrito cultivado en la zona sur de la
provincia de Misiones y su correlacion con los factores climaticos locales.

Materiales y métodos

La evaluacion fenolodgica se realizé en las parcelas experimentales de burrito de la EEA INTA
Cerro Azul, en Cerro Azul, provincia de Misiones. La posicion geografica y las caracteristicas eda-
ficas figuran en la tabla 1.

El clima de la provincia es subtropical humedo, con un régimen pluviométrico isohigro, registran-
dose en consecuencia sequias o lluvias abundantes, en cualquier mes o estacion del afo. El
mayor promedio mensual de lluvias se registra en octubre y la estacién mas lluviosa es el verano
(Olinuk, 1998). Las variables climaticas estan registradas en la tabla 2.

Las plantas fueron monitoreadas semanalmente en forma sistematica, durante un ano y etique-
tadas aleatoriamente dentro de una parcela de cultivo. Se registraron las siguientes fenofases:
presencia de hojas verdes (PHV), floracion (Fl), caida de hojas (CH), brotacion (Br), actividad de
yemas (HY). Para la cuantificacion de las fenofases descritas, se utilizd el método propuesto por
Fournier (1974), que consiste en una escala de intervalos semicuantitativa compuesta por cinco
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categorias (0 a 4), siendo: 0 = ausencia de fenofase; 1 = intensidad entre 1 y 25 %; 2 = intensidad
entre 26 y 50 %; 3 = intensidad entre 51 e 75 % y 4 = intensidad entre 76 y 100 %. Para todas las
fenofases se calculo la frecuencia del evento dado en valores de porcentaje, calculado por medio
de la ecuacion:

>nif
NiT -

Fr= 100

Donde Zni f es la sumatoria de individuos que alcanzan la fenofase. Ni T, son los individuos totales
de la muestra.

Se realiz6 el test de correlaciéon de Spearman para verificar la influencia del clima (fotoperiodo,
amplitud térmica, temperatura, precipitaciones y humedad relativa) en el comportamiento fenolé-
gico observado.

Resultados y discusion

Las fases fenoldgicas observadas se distribuyen a lo largo del afo, de acuerdo al grafico 1. La
fenofase con mayor estacionalidad es CH que se da en el mes de agosto, donde se registra la
menor temperatura media anual y el menor fotoperiodo, a pesar de ello, los resultados del indice
de Spearman muestran porcentajes de correlacion muy bajos para estos factores. Algunos auto-
res (Borchert et al., 2005; Borchert et al., 2004; Rivera y Borchert, 2001) sugieren que en climas
tropicales, sin estacion seca definida, existen otros factores como disparadores de los procesos
fisioldgicos de las plantas. Tales factores deberian contemplar un contexto mas amplio como el
edafico y las relaciones bidticas. Asimismo, Aide (1988) considera que las presiones selectivas,
tales como herbivoria, predacion, competicién, polinizadores y dispersores, deberian incluirse en
estudios fenolégicos debido a la relacién que guardan con los distintos eventos que ocurren en
las plantas.

Tabla 1. Ubicacion geografica y caracteristicas
edaficas de EEA C. Azul, prov. de Misiones.

Latitud 27°39°21”

Longitud 55°26°1 47

m s.n.m 225

Tipo de suelo Rodudalf tipico. Serie africana
Pendiente Fuertemente ondulado

pH 515

Tabla 2. Variables Climaticas de la Localidad de C. Azul-Mnes.

junio 4 15,4 89 304
julio 6,2 {i5%7 80 298
agosto 7,4 17,9 78 40,3
septiembre 4,6 19,3 83 463,8




Grafico 1. Fases fenoldgicas a lo largo del afo.
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El burrito renueva su follaje a partir de septiembre para mantener un ritmo estable durante todo el
afno. Como es de esperar, la brotacion presenta un pico de mayor intensidad luego de la defolia-
cion y una disminucion a partir del mes de noviembre llegando a su minima intensidad en febrero.
La actividad de las yemas sigue el mismo patrén a lo largo del afio. El indice de Spearman para
esta fenofase indica una correlacion inversa con el fotoperiodo y no se relaciona con las demas
variables climaticas (tabla 3).

Tabla 3. Correlacion de Spearman (r) entre las fenofases y las variables climaticas.

-0,4674457 -0,4059802 0,32619 -0,4318281 -0,354399
Br -0,5034975 -0,011073 -0,4462 -0,6214947 0,3781476
PHV 0,28139457 0,11346606 -0,1089 0,23615058 0,2289098
FI -0,5372559 -0,4146548 0,12707 -0,4831463 -0,181

La floracion muestra dos picos de baja intensidad a lo largo del afio y no presenta asociacion con
los factores ambientales. Dicho evento pareciera ser estimulado por factores propios de la planta.
Asi, Borchert en 1994 establece que la floracion en ambientes cuya estacionalidad climatica es
poco pronunciada, no esta determinada por los factores climaticos, y considera que los patrones
de reproduccion y crecimiento en dichas especies son establecidos principalmente, por procesos
periddicos endogenos y en forma secundaria como adaptacion a cambios ambientales.
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En este trabajo la estacionalidad fenoldgica pareciera estar mas relacionada con la temperatura 'y
el fotoperiodo, que con las precipitaciones y la humedad (tabla 3).

Conclusiones

A partir de los resultados del presente estudio se puede concluir que las variaciones en las fe-
nofases del Burrito no son influenciadas por los factores climaticos. Sin embargo la caida de hojas
coincide con el mes de menor temperatura y menor fotoperiodo.

La floracion presenta dos picos de baja intensidad a lo largo del afio, esto es junio-agosto y otro
diciembre-enero.

Las demas fenofases se dan en sincronia siguiendo el mismo patrén a lo largo del ano.
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Introduccién

Peperina es una especie nativa, que se distribuye entre la region central y noroeste de Argentina
(Cabrera, 1976; Schmidt-Lebuhn, 2007, 2008). Posee una gran variabilidad fitoquimica, fundamen-
talmente entre las poblaciones de estas dos regiones (Zigadlo et al., 1996; Bandoni et al., 2002;
Ojeda, 2004; Elechosa et al., 2005; Arteaga et al., 2013). Su area de distribucion abarca desde
bosques humedos de altura (yungas) en el noroeste hasta zonas semiaridas en el centro del pais.
Es ampliamente utilizada en medicina tradicional y por las industrias locales en la fabricacién de
bebidas sin alcohol, diversos tés y en yerbas aromaticas a lo largo de su area natural de dispersion
(Martinez y Planchuelo, 2003). A raiz de esto y de otros factores como los cambios en el uso de
la tierra, las poblaciones naturales estan disminuyendo hasta el punto de estar considerada esta
especie en peligro de extincién (Bustos y Bonino, 2005). Si bien existen estudios sobre su variabi-
lidad quimica es poco lo que se sabe sobre su variabilidad genética.

El perfil quimico y su variabilidad estan condicionados por el grado de heterogeneidad genética
que presenten los individuos que conforman las poblaciones de la especie y por las respuestas
plasticas que estas presenten ante cambios en el ambiente (Croteau et al., 2005; Rios-Estepa et
al., 2010).

El estudio de la variabilidad genética mediante marcadores moleculares puede proveer una impor-
tante medida de la diferenciacion genética de poblaciones que ocupan distintas areas geograficas
y complementar los estudios de los perfiles quimicos (Skoula et al., 1999).

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son regiones de secuencias cortas (dos
a diez pares de bases) de ADN repetidas a lo largo de todo el genoma, altamente variables que
pueden o no estar asociadas con genes y debido a su alta variabilidad muy utiles para medir po-
limorfismo (Tanksley, 1993). Estos marcadores deben desarrollarse para cada especie y han sido
generados en gran numero en la mayoria de las especies cultivadas a pesar de que su desarrollo
es muy demandante en tiempo, infraestructura y recursos econdmicos (Varshney et al., 2005);
estos son sus principales limitantes.

Sin embargo en los ultimos afos se observd un gran incremento en la disponibilidad de datos de
secuencias de ADN en una amplia variedad de taxa, incluyendo una abundante cantidad de mar-
cadores de secuencias expresadas (ESTs) disponibles en bases de datos publicas. De este modo
el uso de estas bases de datos constituye una alternativa rapida y econémica para el desarrollo
de SSR mediante el uso de herramientas informaticas (Gupta et al., 2003). La transferibilidad de
EST-SSR polimérficos ha sido demostrada en numerosos casos, incluyendo especies aromaticas

2 Esta es una version resumida y en espafiol de la publicacion: Marcos Bonafede, Valeria Marsal, Martin Arteaga. 2014. Diversity
distribution analysis in Minthostachys verticillata Epling (Griseb) (Lamiaceae) (peperina) populations by EST-SSR markers. J. Bio. &
Env. Sci. Vol. 5 (6) pp. 190-199).
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y medicinales (Varshney et al., 2005). En estas ultimas fueron obtenidos ESTs-SSR del metabolis-
mo secundario, como alcaloides y terpenoides, demostrando el potencial de las herramientas in-
formaticas en el desarrollo de SSR para analisis genéticos en estas especies (Tripathi et al., 2008).
En orégano fueron utilizados SSR a partir de base de datos (ESTs) para identificar y caracterizar
especies de Origanum vulgare y Origanum majoricum (Novak et al., 2008). Sin embargo casi no
hay antecedentes de transferibilidad de estos marcadores entre especies a nivel de familia.

El objetivo de este trabajo fue analizar con esta herramienta la diversidad de esta especie con un
numero mayor de individuos y entre sus principales areas de distribucion.

Materiales y métodos

Colecta de germoplasma y extraccion de ADN

Se colectaron 93 plantas en 9 localidades pertenecientes las regiones Centro y Norte de la Argen-
tina que abarcan las provincias de San Luis, Cérdoba y Tucuman (tabla 1). Las distancias geogra-
ficas comprenden un rango de casi 700 km desde Cortaderas al sur hasta Padre Monti al norte.
Para la extraccion de ADN se tomaron muestras de hojas jévenes y se utilizé una modificacion al
método de CTAB.

Tabla 1. Localizacién geografica de poblaciones de M. verticillata y numero de individuos/poblacion (N).

San Luis Cortaderas (COR) 22 32 29,169 S 64 58,472 O 1047
Pasos Malos (PMA) 11 3219,164 S 64 58,824 O 1094
Coérdoba Hornillos (HOR) 7 31 54,227S 64 58,706 O 1084
Chacras1 (CHA1) 8 3213,417S  6525,769 O 1000

Chacras2 (CHA2) 8 3213,549S 6500,525 0 941

Embalse (EMB) 2 3211,154S 64 23,368 O 526

Unquillo (UNQ) 8 3111,534S 64 21,767 O 800
Ongamira (ONG) 10 3046,013S 64 27,656 O 1277

Tucuman Padre Monti (PMO) 17 2629,377S 64595210 982

N= numero de individuos analizados. M s. n. m.= metros sobre el nivel del mar.

Condiciones de PCR y revelado

La amplificacion se baso en la técnica de PCR utilizando cebadores disefiados dentro de regiones
conservadas flanqueantes a los motivos repetitivos de cada EST.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador MJ Research modelo PT100, en un vo-
lumen final de 18 pL.

Los productos de amplificacion se corrieron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida 6 % (p/v) y la visualizacion se llevé a cabo mediante tincion con plata y revelado
con carbonato de sodio.
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Busqueda e identificacion de ESTs conteniendo SSR

La busqueda ESTs se realiz6 en la base de datos de TrichOME V3 (http://www.planttrichome.org/
trichomedb/estbyspecies.jsp). Para la busqueda de SSR y disefio de los primers flanqueantes se
utilizé el software BatchPrimer3 v1.0.

Analisis de datos

Los cebadores testeados produjeron diferentes patrones de bandas que fueron clasificados como
polimérficos, monomorficos (presencia de banda de igual peso molecular en todos los individuos)
y no-especificos, cuando el patrén de bandas no era claro en todos los individuos, ademas de no-
reproducible.

Los datos multilocus fueron transformados en una matriz binaria de presencia (1), ausencia (0) de
cada alelo para cada individuo, donde cada banda fue considerada como un locus. A partir de la
matriz de datos construida se analizaron parametros de diversidad genética como porcentaje de
polimorfismo (% P), numero de alelos diferentes (Na), numero efectivo de alelos (Ne), indice de
Shannon (1) y heterocigosidad esperada (He). Se realizé ademas un analisis de varianza molecular
(AMOVA), con el objeto de evaluar la estructura de la variacion genética observada y la influencia
de las poblaciones sobre ella. Se evalué ademas las relaciones genéticas entre las poblaciones
mediante un analisis de coordenadas principales (PCoA), ademas del andlisis de correlacion en-
tre distancia genética de Nei y distancia geografica (en km) entre poblaciones mediante test de
Mantel. Todos estos parametros fueron analizados mediante el software estadistico GenAIEX 6.5.
El analisis de agrupamientos se llevé a cabo mediante el método de la media aritmética no-pon-
derada (UPGMA) utilizando el software POPGENE 1.32. El fenograma fue obtenido mediante una
matriz de distancia genética generada a través de 1000 permutaciones.

Resultados y discusién

De los 20 cebadores utilizados, 5 no presentaron producto de amplificacién, 7 resultaron polimor-
ficos y el resto fueron monomarficos o no mostraron reproducibilidad. Se generaron en total 24
alelos. El mayor porcentaje de loci polimorficos correspondié a las localidades de PMO (75 %) y
COR (70,83 %). Estas dos localidades mostraron ademas bandas propias que no se hallaron en
las demas poblaciones. Los mayores porcentajes de polimorfismos y de bandas exclusivas ob-
servadas en PMO y COR podrian tener relacién con el grado de conservacion de estos sitios de
colecta, debido a una menor presion antropogénica.

Los valores mas bajos de | y He fueron en EMB con 0,05 y 0,035 respectivamente. Los valores
mas altos para estos indices fueron para PMO con 0,29 y 0,18 respectivamente. En el rango de es-
tos valores podemos distinguir dos grupos de poblaciones en cuanto a diversidad genética, por un
lado las poblaciones de PMA, PMO, ONG con un | mayor a 0,21 y otro grupo formado por CHA2,
EMB con un | menor a 0,1. Para He se agrupan de la misma manera, salvo que en este caso las
poblaciones de HOR y UNQ tienen también valores bajos de He, pero un | mas alto (tabla 2). Los
valores bajos de diversidad genética son acorde a lo esperado para el tipo de marcador utilizado
(EST-SSR) debido a que se encuentran en secuencias codificantes conservadas. Sin embargo,
los valores hallados en nuestro trabajo son concordantes a los hallados por Rodrigues et al. (2013)
en Mentha cervina. Por un lado, los valores mas altos de diversidad genética (1= 0,29, He= 0,18,
%P= 75 %) mostrado por PMO puede ser explicado por su ubicacion en la region de la Yunga, que
€s un area que presenta una gran biodiversidad. Por otro lado, en el analisis de los valores mas
bajos de |, He y % P para EMB debe tenerse en cuenta el bajo numero de individuos muestreados
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debido a estar sujetos a una mayor presion extractiva, favorecida por la menor altitud (526 m s. n. m.)
y facil acceso para los pobladores.

Tabla 2: Valores de Medias de parametros

Poblacion % P Na Ne ) He

COR 70,83 1,458 1,174 0,201 0,117
HOR 25,00 0,625 1,113 0,118 0,075
CHA1 45,83 1,000 1,147 0,174 0,105
PMA 58,33 1,208 1,188 0,220 0,132
PMO 75,00 1,500 1,289 0,290 0,182
ONG 50,00 1,042 1,210 0,212 0,134
CHA2 20,83 0,500 1,091 0,088 0,056
EMB 8,33 (3388 1,059 0,050 0,035
UNQ 37,50 0,833 1,128 0,143 0,087
TOTAL 43,52 0,944 %155 0,166 0,102

% P = porcentaje de polimorfismo; Na = N.° de alelos diferentes; Ne = N.° efectivo de alelos;
| = Indice de Shannon; He = Heterocigosidad esperada.

Del analisis de la matriz de distancia genética de Nei (tabla 3) se desprende que la mayor distancia
genética corresponde a las poblaciones de EMB-PMO (0,1394), mas distanciadas geograficamen-
te. La menor distancia genética corresponde a las poblaciones de COR-PMA (0,0065), las mas
cercanas geograficamente. El test de Mantel entre distancias genéticas y geograficas para todas
las poblaciones mostré una correlacién positiva y significativa (r= 0,65, p< 0,05) (figura 1). Del ana-
lisis de la similitud genética, surge un gradiente latitudinal en el cual las poblaciones mas cercanas
geograficamente poseen mayor similitud (figura 4).

El analisis de varianza molecular indica que la variabilidad fue mayor dentro de las poblaciones
que entre las mismas (93 % vs. 7 %) (figura 2). La diferenciacion total entre poblaciones tuvo un
valor PhiPT de 0,074 (P = 0,010) mostrando una baja diferenciacion entre las poblaciones (tabla
4). Estos valores indican que la mayor diversidad genética ocurre dentro de las poblaciones. La
distribucion de la variabilidad mostrada en el AMOVA es caracteristica de especies que se cruzan
a distancia corta. Las especies de este género en general poseen altos porcentajes de alogamia
y se polinizan a través de moscas y abejas (Schmidt-Lebuhn et al., 2007).

94



Tabla 3: Identidad genética de Nei (sobre la diagonal) y distancia genética (debajo de la diagonal).

Pobl.= Poblacion

Tabla 4: Resultados de ANOVA para 9 poblaciones de M. verticillata.

g.l.= grados de libertad

En el andlisis multivariado (PCoA) el primero de los ejes explica el 58,88 % de la variacion total
mientras que el segundo explica el 32,54 % (figura 3). Se puede ver la existencia de tres grupos
que siguen un gradiente de distribucidén geogréfico en el sentido norte-sur. PMO y ONG hacia el
norte, UNQ, HOR y EMB en el centro y hacia el sur CHA2, PMA y COR.

Esto concuerda con lo mostrado en el dendrograma (figura 4) donde las poblaciones de COR,
PMA, CHA2, CHA1 y UNQ, mas cercanas geograficamente, se agrupan juntas con la menor di-
similitud genética entre si. Por el contrario, la poblacién de PMO en Tucuman es la mas alejada
geograficamente y en similitud genética. Se observa ademas, en el dendrograma, que la mayor
distancia se da entre las plantas de COR y PMO, los dos extremos en la distribucion geografica.
Las localidades de PMA, CHA1 y ONG pertenecen a la region central que abarca las provincias
de San Luis y Cérdoba, donde se encuentran las peperinas tipicas. Estas poblaciones conservan
valores altos de | y porcentajes de polimorfismo del orden del 50 %, indicando que existiria diver-
sidad genética a pesar de la gran disminucién de las poblaciones naturales.
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Fitoquimicamente, la mayor variabilidad se da entre poblaciones; la regidn noroeste es mas diver-
sa y la region central, mas homogénea. En este sentido, diversos autores (Zigadlo et al., 1996;
Ojeda, 2004; Elechosa et al., 2005) reportan como compuestos principales a los terpenos mento-
na y pulegona para la region central mientras que para la region noroeste citan compuestos mas
oxigenados como carvona, carvacrol, linalol, entre otros. Los resultados presentados aqui podrian
estar indicando que poblaciones de regiones homogéneas desde el punto de vista fitoquimico
podrian mantener, a pesar de eso, una variabilidad subyacente.
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Figura 1: Relacion entre distancia genética y geografica en poblaciones de peperina.
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Figura 4: Dendrograma obtenido mediante el método UPGMA, basado en
el indice de distancia de Nei (1972).
Nota: Los numeros sobre los nodos indican valores de bootstrap.

Conclusiones

Los marcadores microsatélites desarrollados a partir de Mentha spp generaron bandas polimorfi-
cas en peperina a pesar de tratarse de especies de diferente género. Nuestros resultados mues-
tran que la diversidad genética de M. verticillata es alta dentro de poblaciones y baja entre pobla-
ciones. El test de Mantel reveld una correlacion positiva y significativa entre distancias genéticas
y geograficas. A pesar de ocupar un area amplia de distribucion con un gran disturbio antrépico,
esta especie todavia mantendria reservas de variabilidad.

La utilizacién de EST-SSR en especies nativas puede ser una herramienta de gran utilidad para
el analisis de poblaciones naturales, como complemento de analisis quimicos y en el desarrollo
de marcadores asociados a compuestos en especies nativas.
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Evaluacion de peperina Minthostachys verticillata (Griseb.)
Epling en parcela de observacion en San Luis

Risso, O.A., Galli, M.C.
EEA INTA San Luis.
risso.oscar@inta.gob.ar

Introduccién

La peperina (Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling) es una planta autéctona perteneciente a
la familia de las Lamiacea y se encuentra dentro de un género con gran variabilidad que se extien-
de a lo largo de la cordillera de los Andes de América del Sur. Es un subarbusto de 0,3 a 2 metros
de altura, perenne, con tallos cuadrangulares y ramas ceniciento-pubescentes con pelos simples
y glandulares, hojas de 1 a 5 cm de largo redondeadas en la base, ambas caras pubescentes,
con peciolo de 5 a 10 mm de largo. Presenta flores tubifloras blancas, con estambres didinamos,
y con ovario supero. Las flores se disponen en cimas axilares. Florece en verano y se multiplica
por semilla y gajo, este ultimo método es relativamente complejo dependiendo del lugar de proce-
dencia de la planta. La especie presenta diferentes quimiotipos documentados, dependiendo de
la procedencia geografica. Tiene alta demanda por la industria alimentaria y desde los afios 60 se
satisface a través de la cosecha silvestre con fuerte implicancias en la dimensién social, econémi-
ca y ambiental. Posee un mercado en expansion, pero no es abastecido plenamente debido a la
drastica reduccion de las poblaciones naturales.

En respuesta a la creciente preocupacion por la degradacion ecoldgica de su habitat y ante la alta
prioridad en la conservacion de la especie, el INTA implementé propuestas para el desarrollo de su
cultivo. Especificamente desde la AER Concaran INTA San Luis se implementaron dos parcelas
de observacion localizadas la localidad de Villa Larca y en Concaran.

Experimentacioén y resultados

La parcela de observacion en la Localidad de Villa Larca de peperina (Minthostachys verticillata)
fue plantada en diciembre del afio 2012 con platines propagados en INTA-EEA Salta. Los quimio-
tipos fueron seleccionados por el Proyecto de Caracterizacion de Poblaciones de Plantas Aroma-
ticas Nativas, seleccion de gimiotipos y ensayos zonales. Se implantaron inicialmente 4 clones
denominados P3, P4, P5 y P6. Los quimiotipos que sobrevivieron a las condiciones del ensayo
fueron P3 y P6 (provenientes de poblaciones de la provincia de Tucuman) Se evaluaron un total
de 17 plantas por clon selecto. Fueron cosechadas (un solo corte/afo) a principios del mes de abril
del afo 2013. Los resultados promedios de la biomasa fresca fueron similares para ambos quimio-
tipos: P3: 115,64 g y P6: 106,14 g. Sin embargo, se ha observado una gran variabilidad entre las
plantas de cada clon (con un valor minimo de 20 g por planta a un maximo de 272 g)

Como conclusiéon de la observacién destacamos que no se encontraron diferencia significativas
de biomasa fresca entre ambos quimiotipos (p-valor 0,7139). La tasa de crecimiento medio diario
fue de 0,25 cm por dia.

Otra observacion importante fue la mortandad de plantas adultas producidas por un hongo, Colle-
totrichum sp. cuya determinacion fue hecha por el Laboratorio de Diagnéstico de Enfermedades
y Plagas Vegetales en la Universidad Nacional de San Luis (UNSL). Este sintoma de clorosis y
marchitamiento fueron observados también en estado de plantula (figura 1).
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Figura 1: plantula con sintomas.

La parcela de observacién en la Agencia de Extensién Rural de Concaran, fue implantada con ma-
terial de propagacion del vivero Fernandez de la localidad de Travesia quienes producen plantines
de peperina por division de mata. La fecha de plantacion fue el 7 de octubre 2013 y la distancia
entre plantas fue 40 cm y 70 cm entre surco. Se utilizé proteccién con media sombra colocada a
un metro de altura y se aplicé riego por goteo con cinta, con goteros distanciados a 20 cm.

La cosecha se realizé a los seis meses, el 14 de abril y se practicé un solo corte/afio. En total se
cosecharon 17 plantas y la biomasa promedio de 110 g por planta. Al igual que en la parcela ubi-
cada en Villa Larca hubo una gran variabilidad entre plantas: el peso minimo de planta fue de 12 g
y el maximo 326 g.

La relacién de masa seca/masa fresca fue 0,30. La fraccion de tallo fue de 350 g mientras las
hojas pesaron 230 g. La relacién hoja/tallo fue 0,66.

El rendimiento de aceites esenciales obtenido por hidrodestilacién en la Facultad de Turismo y
Urbanismo de UNSL fue 4,2 %.

Discusién
Aproximacion econdmica del cultivo de peperina

Para implantar una hectarea de peperina es necesario contar con 35.000 plantas considerando un
marco de plantacion de 70 cm entre hileras y 40 cm entre plantas. Basado en ello y teniendo en
cuenta los resultados expuestos en los parrafos anteriores, se obtendria una masa seca equiva-
lente a 1.181 kg (hojas y tallos).

El precio de la peperina a granel segunlos datos obtenidos por entrevistas a acopiadores y reco-
lectores durante los afios 2014/2015 corresponde a $100 pesos el kg de hoja, seca 'y $10 pesos
el kilo de tallo.
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Con los rendimientos medios calculados es posible obtener un ingreso bruto por hectarea de
$53.300 pesos. Comparando estos valores con otros margenes de aromaticas cultivadas (por
ejemplo, orégano) es significativo y recomendable su potencial adopcion.

Sin embargo, para cultivar la peperina se requieren todavia ajustes en las técnicas de manejo
del cultivo y en la seleccion de clones para minimizar el efecto de la variabilidad de la biomasa
entre plantas y la mortandad por enfermedad. Su domesticacion incluye la persistencia del cultivo
mejorando la resistencia al corte y su posterior rebrote; como asi también indagar acerca de las
enfermedades y plagas que la afectan y su control.
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Introduccioén

En los ultimos afios se ha observado un cambio de paradigma en los estudios de competitividad
de empresas y sectores economicos. La unidad de analisis deja de ser la empresa individual, ad-
quiriendo relevancia la Cadena de Valor, enfatizando en su entramado relacional con el contexto
y con la dimension holistica los determinantes de la competitividad. En orden al nuevo paradigma
de competitividad de Cadena de Valor, las ventajas competitivas se conciben de modo sistémico, y
derivan de la formalizacion de mecanismos de coordinacion y organizacion entre actores (Iglesias,
2003).

El objetivo del trabajo, dentro del marco del Proyecto INTA “Plataformas tecnolégicas y comercia-
les, para Aromaticas Cultivadas Nativas y Medicinales”, propone, a través del paradigma de Cade-
na de Valor, examinar las condiciones de competitividad de la Cadena de Aromaticas Nativas para
la region noreste de la provincia de San Luis y centro oeste de Cérdoba, y analizar las oportunida-
des existentes para productos de calidades diferenciadas y de mayor valor agregado en la cadena.

Resultados y discusién

Se revelaron distintos sujetos sociales agrarios involucrados y una gran heterogeneidad entre ac-
tores de la cadena (tabla 1). A los sujetos tradicionales del sector “acopiadores” y “recolectores” se
le suman un tercer tipo de actor en transiciéon que denominamos “acopiador/recolector”.

La infraestructura utilizada por el sector de acopio es muy variable, desde galpones interconec-
tados con 7000 m2, a otros de 60 m2 y pistas a la intemperie, hasta incluso acopiadores precari-
zados que utilizan silobolsa para proteger los materiales. El sector se destaca por su trayectoria
historica y sociocultural. ElI 80 % de los entrevistados manifestd que es una actividad “de toda
la vida”, exceptuando dos casos con antigiiedad menor a 10 afios, que reflejan los rasgos de
reactivacion del sector en este periodo. Sin embargo, en los ultimos 10 afos las inversiones del
sector no fueron relevantes y hubo dificultades de acceso a fuentes de financiamiento. De las 11
entrevistas realizadas a Acopiadores, solo un caso manifestd haber tomado crédito en los ultimos
5 anos. Se revela que la mano de obra empleada en la actividad es predominantemente familiar,
exceptuando las empresas que procesan yerba y los acopios grandes (>100.000 kg/ano) quienes
ocupan 7 trabajadores como maximo, entre la categoria de mano de obra familiar y mano de obra
contratada.

Existen problemas criticos en la disponibilidad de materia prima para la industria, el mensaje re-
currente de las entrevistas “no hay yuyos” esta ligado a que “no hay quien los junte” mas que a un
factor de degradacion del recurso. A esto se le suma la estacionalidad de las especies y la depen-
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dencia de factores climaticos. Estas situaciones estan directamente vinculadas a la estrategia co-
mercial de almacenar un stock de hierbas suficiente para garantizar continuidad y abastecimiento
a la industria. Lo que a veces genera mermas o destares de hasta un 20 % en la materia prima.
El 100 % de los casos bajo estudio manifestd relaciones comerciales permanentes de abasteci-
miento. Aunque verticales, se revelan signos de fidelidad y de asimetria de poder entre eslabones.
Las relaciones interempresariales —de tipo horizontal— son inexistentes y la informacion sobre la
competencia se adquiere en forma indirecta. No existen comportamientos cartelizados en la poli-
tica de fijacion de precios.

El sector recoleccion tiene también una dimension cultural, la principal fuente de conocimiento
sobre las especies para recolectar fue trasmitida por los padres y los abuelos de los recolectores;
exceptuando un caso donde el aprendizaje se obtuvo de libros y acopiadores. Debido a la estacio-
nalidad de las especies y a la pluriactividad que realiza este eslabdn, ninguno desarrolla la practica
de recolecciéon como actividad principal. La infraestructura utilizada es escasa y precaria, el 100
% de los casos entrevistados no posee depdsitos para guardar las hierbas y elementos para el
secado. Solo en un caso el acopio les provee de bolsas de arpillera para guardar el producto re-
colectado. El producto es vendido a granel, y si bien un caso comercializa en bolsas fraccionadas
de 10 g este volumen es practicamente despreciable (0,05 % del total recolectado). Se revel6 que
la especializacion en el eslabon de la recoleccion esta relacionada con la formalizacién de relacio-
nes de abastecimiento con acopiadores. El 100 % de los casos estudiados manifesté no participar
en asociaciones del sector.

Tabla 1. Volumen de produccién anual y diversificacion por eslabén de la Cadena.
Principales especies. Afio 2014.

35.5

Acopiadores (7) 1a 300 1.677.000 57.7 1.000.200
Acopiadores/ 10 30.9 2700 2.04 1
Recolectores (3)

Recolectores (4) 6a10 17.122 650 600 280

Las potencialidades regionales para el desarrollo de la Cadena derivan de: i) un mercado interno
de yerbas compuestas en expansion, con productos locales consolidados y diferenciados; ii) rela-
ciones de abastecimiento a la industria cuyo mercado crece y traccionay; iii) la necesidad de imple-
mentar politicas de fomento productivo que posibiliten revertir el déficit acumulado en los saldos
comerciales externos del sector de hierbas.Se evidencia la necesidad de avanzar en el agregado
de valor, mejorando las técnicas de produccion, almacenaje e industrializacion, 1o que requiere la
instrumentalizacién de normas de calidad, ausente en el 100 % de los entrevistados. Se revelan
problemas criticos en la disponibilidad de materia prima para la industria, producto de la falta de
capacidad organizativa y su atomizacion, a lo que se le suma la falta de mano de obra. Los débiles
esquemas de coordinacion entre los actores de la cadena, y la ausencia de un adecuado marco
institucional constituyen las principales restricciones. Surge como necesidad formalizar esquemas
contractuales entre recolectores, acopiadores e industria que posibiliten alcanzar y redistribuir
mayores beneficios econémicos derivados de la coordinacion en la Cadena. Resultan primordiales
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apoyos estratégicos por parte del Estado mas centrados en lo institucional, ademas de los finan-
cieros y de la infraestructura. Frente a la ausencia de alternativas de reglamentacién de leyes con
especificaciones técnicas, las incertidumbres en los marcos regulatorios regionales para la activi-
dad yerbatera y de recoleccidon amenazan la desintegracion de la Cadena para estos productos.
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Avances en el desarrollo de herramientas genémicas en plantas
medicinales y aromaticas: Valeriana, Manzanilla y Orégano

Manifesto, M.M.; Arizio, C.A.

Laboratorio de Marcadores Moleculares,
Instituto de Recursos Bioldgicos, CIRN, INTA.
manifesto.maria@inta.gob.ar

Introduccioén

Un gran numero de especies aromaticas y con potencial medicinal podrian convertirse en cultivos
innovadores que aporten a la diversificacion de la agricultura. Actualmente la explotacion de estas
especies se realiza de manera extractiva o bien de aquellas que se cultivan se emplean materiales
sin identificacion y que provienen de difusién informal. Su naturaleza de propagacion agamica y la
plasticidad de estas especies favorecen la implantacion del cultivo. La falta de una identificacion
fehaciente puede llevar a resultados decepcionantes al momento de evaluar sus rendimientos
(biomasa, aceites esenciales, etc.). Conocer con exactitud y fidelidad la identidad del material
vegetal permite asegurar la calidad del producto a consumidores y productores, ademas de una
conservacion eficiente.

El desarrollo de herramientas moleculares que permitan la identificacién, evaluacion de la di-
versidad y la caracterizacién de sus principios representan una respuesta a la problematica del
manejo de estos recursos, atendiendo los aspectos de sustentabilidad y calidad. En el aspecto de
sustentabilidad porque asisten a la conservacién y la iniciaciéon de su introduccion a cultivo en las
especies de explotacion extractiva y en cuanto a calidad brindando identificaciéon certera de los
materiales y posibilitando su autenticacion. A pesar de la importancia de estas especies se eviden-
cia poco desarrollo de las herramientas moleculares especificas como por ejemplo microsatélites
0 marcadores para genes de rutas metabdlicas.

En especies medicinales el empleo de marcadores moleculares ha comenzado a tomar impor-
tancia en estudios de diversidad e identificacion (Tharachand et al., 2012). Los trabajos existentes
utilizan marcadores universales como AFLPs (Yao et al., 2012), RAPDs (Mehrnia et al., 2005),
espaciadores intergénicos (internal transcribed spacer 1 ITS1 (Feng et al., 2010) o genes riboso-
males (rbcl) (Satya Narayan et al., 2009) mayormente para estudios filogenéticos. Recientemente
se publicaron estudios de expresion diferencial de los principios medicinales en distintos estadios
del desarrollo en Angelica sinensis (Guang Yu et al., 2011). Existen antecedentes del uso AFLPs
y cpSSR en Valeriana wallrothii Kreyer (Grassi et al., 2004) para estimar el riesgo de erosion ge-
nética en respuesta de la presion antrépica y para la evaluacion de diversidad (McCauly et al.,
1995). Para Valeriana officinalis hay depositadas en bases de datos publicas algunas secuencias
de sesquiterpenos (Yeo et al., 2013).

La caracterizacion mediante el uso de estos marcadores en conjunto con los datos morfolégicos
y los resultados previamente obtenidos en el empleo de técnicas bioquimicas proveen buenos
indicadores genéticos y quimicos que posibilitan la seleccion de poblaciones. Sobre esta base se
llevd a cabo el desarrollo de herramientas gendmicas para su posterior empleo en el desarrollo de
marcadores neutros y en el estudio de genes candidatos para tres especies con aplicacion fitome-
dicinal y aromatica: valeriana, manzanilla y orégano.

Valeriana: el género Valeriana L. incluye cerca de 250 especies presentes en todo el mundo, la
region andina de América del Sur es una de las mejores representadas. Sin embargo, no se en-
cuentra en Australia y en las islas del Pacifico. En Argentina habitan especies de las cuales 20
crecen en Patagonia (Kutschker, 2011; Nagahama et al., 2016).
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Desde la antigliedad se han utilizado extractos de rizomas y raices de la especie Euroasiatica V.
officinalis L. que contienen numerosos compuestos que han sido empleados como sedantes y re-
lajantes (Roy 1999). Actualmente, en diferentes paises se ha buscado y desarrollado su reemplazo
a través de representantes autéctonos. Ejemplos son los implementados en India: V. wallichii DC.
y en México y Brasil con V. edulis Nutt. ex Torr. & A. Gray subsp. procera (Kunth) G. F. Mey. y V.
glechomifolia Mey. respectivamente (Bos et al., 1999; Oliva et al., 2004).

El relevamiento realizado en el Proyecto de evaluacion de especies medicinales de la flora argenti-
na para el desarrollo de fitofarmacos, que lidera la Dra. Renée Fortunato (IRB), se observé que en
la fitomedicina argentina solo hay antecedentes de uso de V. officinalis y no de representantes na-
tivos. La evaluacion de las especies del norte de la Patagonia se inicié basada en el conocimiento
floristico de la region (Correa, 1963) y en los registros etnobotanicos de especies/poblaciones
utilizadas en medicina popular (Molares y Ladio, 2008; Conticello et al., 1997) De ellas, V. carnosa
Sm., V. macrorhiza Poepp. ex DC., V. clarionifolia Phil. y V. lapatifolia Vahl poseen antecedentes de
uso como planta medicinal (Conticello et al., 1997; Saggese, 1959; Casaniquela, 1999); V. carnosa
(nombre vulgar “Nancolahuén”) es la especie con mas antecedentes de uso por los grupos étnicos
regionales (considerada una planta magica y ritual; Estomba et al., 2005).

De esta especie solo se utilizan las raices y/o rizomas, y la obtencién de la materia prima es me-
diante una practica extractiva no recomendada, especialmente en grupos como valeriana que
forman poblaciones aisladas y poco numerosas. En la actualidad los proveedores de laboratorios
y herboristerias recolectan material vegetal de Valeriana a partir de poblaciones silvestres, con la
consiguiente pérdida del recurso biolégico. El inicio de cultivo representa una solucion a la proble-
matica del manejo de estos recursos atendiendo los aspectos de sustentabilidad y calidad.

Sin embargo, la introduccion de la especie a cultivo es un proceso largo y es recomendable avan-
zar paralelamente con la debida caracterizacion de germoplasma. Para ello se estan llevando a
cabo colectas de material y ha comenzado con la evaluacion de la variabilidad poblacional de Va-
lerianas Patagdnicas mediante marcadores AFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados) (Nagahama et al., 2014). Este estudio sugiere que la técnica de AFLP representa una
herramienta util para caracterizar poblaciones de V. carnosa que permitan disefar futuras estrate-
gias para su conservacion. Bach en su tesis doctoral realizé estudios anatémicos, fitoquimicos y
evaluo la actividad antioxidante de dos especies del género valeriana conocidas con el nombre de
“Aancolahuen”. Nagahama, de EEA Esquel, esta llevando a cabo los ensayos de cultivo a campo.
Manzanilla: Matricaria recutita (syn. Matricaria chamomilla, Chamomilla recutita (L.) Rauschert)
pertenece al género Chamomilla y a la familia de las Asteraceas (Salamon et al., 1992; Newall et
al., 1996) es una especie diploide (2n = 18) y de naturaleza aldgama. Comunmente denominada
manzanilla, es una hierba anual originaria de Europa que se ha dispersado y naturalizado en casi
todos los continentes.

Las flores de manzanilla se utilizan en la medicina alternativa como analgésico, antiinflamatorio,
propiedades antisépticas y espasmoliticos vulnerario, desodorante, bactericida, antimicrobiano,
anticatarrales, carminativo, sedante, (Ferri y Capresi, 1979; Bruni, 1999). Varias aplicaciones de
polvo seco para efectos medicinales tales como fiebre, dolor de garganta, dolores y molestias de-
bido al frio, la gripe y las alergias. Se han identificado alrededor de 120 componentes quimicos en
la manzanilla como metabolitos secundarios incluyendo: sesquiterpenos [(-) - a- bisabolol, matricin
o camazuleno], flavonoides (glucdsidos apigenina), poliacetilenos [(Z) -en-nedicycloether], cumari-
nas (herniarina y umbeliferona), mucilagos, etc. (Schilcher, 1987; Mann y Staba, 1986).

Existe una extensa bibliografia sobre la composicion y la cantidad de aceites esenciales y de algu-
nos de ellos ha sido estudiada su herencia (revisado en Das 2014). Actualmente muchos progra-
mas de mejoramiento ponen énfasis (Gosztola et al., 2007; Petronhilo et al., 2011) en la produccion
de plantas con altos niveles de aceites esenciales con una composicion quimica definida.
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En cuanto a la evaluacion de germoplasma mediante técnicas moleculares existen estudios de
diversidad genética utilizando marcadores moleculares RAPDs y AFLPs de poblaciones silvestres
y cultivadas de diferentes regiones (Solouki et al., 2008; Pirkhejri et al., 2010; Okon et al., 2011). En
cuanto a los estudios genéticos Wagner et al. (2005) detectaron marcadores de AFLP asociados
con el contenido de alfa-bisabolol. En el aspecto gendmico pese al gran conocimiento de los me-
tabolitos secundarios y las rutas de sintesis, pocos son los estudios disponibles sobre las secuen-
cias génicas. Irmisch et al. (2012) aislaron la secuencia parcial de cinco genes correspondientes a
diferentes terpenos sintasas, enzimas responsables de la sintesis de la estructura de los terpenos.
En Argentina la manzanilla ocupa el primer lugar dentro de las exportaciones de productos aroma-
ticos y medicinales. Actualmente la gran mayoria de productores, se encuentra ligado a las em-
presas deshidratadoras y exportadoras mediante contratos donde el productor pone la tierra, las
labores, el control y seguimiento del cultivo y las empresas le proveen de simientes (sin identifica-
cion de su identidad) y realizan la cosecha comprando en verde la produccién. También es comun
que estas ultimas realicen una parte importante de la produccién en campos propios o arrendados
para asegurar niveles de produccién compatibles con sus acuerdos comerciales de exportacion.
Si bien en el INASE solo figura una variedad inscripta en el afo 1993 (ADZET) por INTA, las em-
presas tienen sus materiales de diversos origenes. Contar con la identificacion de los materiales
que se cultivan en la Argentina, asi como conocer su nivel de diversidad genética, permitira avan-
zar en el desarrollo de lineas locales. Avanzar también en la identificacidon de marcadores ligados
al contenido de aceites, permitira trabajar en la obtencion de productos con la calidad diferenciada.
Orégano: el género Origanum es empleado desde la antigliedad por sus propiedades medicinales
(estimulantes, diuréticas, estomacales, calmante de la tos y expectorantes) y mas recientemente
se destaca por sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antimelanogénicos. Origanum vul-
gare L. se caracteriza por una alta diversidad. letswaart (1980) ha determinado seis subespecies
basado en caracteristicas morfologicas. Diferentes estudios han demostrado la existencia de va-
riacion entre poblaciones de O. vulgare en referencia a sus caracteristicas morfolégicas y fitoqui-
micas (Chalchat y Pasquier, 1998; D’Antuono et al., 2000). Los recursos genéticos, variabilidad y
potencial de esta especie no han sido explotados a pleno por lo que hace necesario tareas de con-
servacion (Putievsky et al., 1997; De Mastro 1997). Actualmente en Argentina, Farias et al. (2010)
elaboraron una cartilla de 41 descriptores para la caracterizacion de orégano y se ha comenzado
a la creacion de un banco de especies aromaticas y medicinales en la provincia de Entre Rios.
También existe una coleccion in vivo de genotipos de orégano en la Universidad Nacional de Lujan
y una otra en la Universidad de Cordoba y la EEA Cuyo.

Como antecedentes del uso de marcadores en esta especie pueden citarse los trabajos de Novak
et al. (2008), que desarrollé 13 SSRs (simple sequence repeats) derivados de ESTs (expressed
sequence tags) aislados de glandulas epidérmicas de O. vulgare ssp. Hirtum y Azizi et al. (2009),
quienes evaluaron la diversidad genética y lograron la identificacién de subespecies mediante
AFLPs y SAMPL.

La situacion actual en relacion con la disponibilidad de material genético local es que existen cua-
tro variedades con registro en el INASE: “Don Bastias” (2012), Aguanda e Alpa Sumaj (2013) (INTA
y la Universidad Nacional de Cérdoba) y “Emma INTA” (2016) (Programa Cambio Rural del INTA
junto con un grupo de productores del Valle de Traslasierra y la AER INTA Villa Dolores).

El avance en la conformacién de bancos de germoplasma con materiales de orégano que se culti-
van en la Argentina debe ser acompafiado por su caracterizacion e identificacidon precisa para una
conservacion eficiente y potenciar su uso.

El objetivo de este trabajo fue la generacion de bibliotecas de expresién para tres especies de in-
terés fitomedicinales y/o aromatico, como insumo para el desarrollo de herramientas moleculares
que permitan la caracterizacion y evaluacion de germoplasma.
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Materiales y métodos

Se partié de material fresco proveniente de tejido vegetal de distintos érganos segun cada espe-
cie: raices de valeriana (recolectadas por Bach y por Nagahama ), capitulos florales de manzanilla
(de la coleccién UNLu) y hojas de orégano (de la coleccion UNLu). El material vegetal fresco fue
molido en nitrégeno liquido y el RNA se extrajo mediante el método de Trizol® (Roche).

La construccién de la genoteca y secuenciacién se realizé por medio del servicio de Plataforma
de Gendmica y Bioinformatica del Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR) utilizando la
tecnologia 454 (Roche). Para el ensamblado se utilizo el sofware Newbler v2.8 assembler, Roche.
Para el desarrollo de marcadores moleculares localizados en genes candidatos se exploraron las
posibles funciones de los unigenes utilizando el programa Blast2Go (Conesa et al., 2005; http://
www.blast2go.de/). Se busco la similitud de secuencias con la base de datos (GenBank) no redun-
dante (nr) de proteinas, y se utilizaron los resultados del analisis de similitud BLASTX para obtener
los términos Gene Ontology (GO) (http://www.geneontology.org/). Se realizaron las anotaciones
Evidence Code (EC) y de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,; http://www.geno-
me.jp/). Fueron identificados SNPs y SSR.

Resulados y discusion

En valeriana se obtuvieron 259.896 secuencias (101.406.630 bp) cuya longitud oscilé entre 25 bp y
1.022 bp con un promedio de 390,18 (+ 176.09 bp). Se identificaron 38.020 transcriptos. Mediante
el programa MisaSSR fueron detectados 2.216 SSRs (20,1 % di-, 70,8 % tri-, 3,5 % tetra-, 1,6 %
penta- y 4,0 % hexa-nucledtidos). La anotacion funcional fue del 50 % promedio de las secuen-
cias. Los motivos di- tri- y tetranucleotidos presentaron secuencias predominantes, no asi los
penta- ni los hexanucleotidos (Manifesto et al., 2014). Se disefiaron 60 pares de cebadores para la
evaluaciéon de microsatélites (SSR).

En manzanilla se realizé la lectura de 271.239 secuencias (106.825.902 bp) con una longitud que
oscilo entre 24 bp y 1.308 bp con un promedio de 396.37 bp * (183.73 bp). Se obtuvieron 40.660
transcriptos. Se identificaron 1.160 SSRs mediante el programa MisaSSR los cuales correspondie-
ron 3,45 % di-, 91,55 % ftri-, 1,98 % tetra-, 0,69 % penta-y 2,33 % hexa-nucleétidos. Se anotaron
funcional y estructuralmente utilizando Blast2GO el 64,3 % de las secuencias. Fueron disefiados
17 cebadores de SSR a partir de secuencias anotadas funcionalmente en un trabajo conjunto con
la UNLu.

En orégano se obtuvieron 204.574 secuencias (71.927.710 bp). Estas corresponden a 44.223
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Figura 1: frecuencia del numero de repeticion de microsatélite por especie.
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transcriptos. El analisis funcional y estructural a cargo del Instituto de Biotecnologia del INTA
(Bioinformatica) permitié anotar un 70 % de las secuencias, de las cuales 3096 fueron asignadas
a la categoria “respuesta a estimulo abidtico” y otras 1348 a “respuesta a estimulos biéticos”. Tam-
bién se detectaron 5.827 SNP 1.421 SSR. Como se espera para regiones que se expresan,
el tipo de microsatélite mas frecuente corresponde a la repeticién de tres pares de bases
(tri- 64,6 %) mientras que con menores frecuencias se detectaron los motivos di-(26,9 %),
tetra-(4 %), penta-(2,2 %) y hexanucledétidos (2,3 %) (Arizio et al., 2014). En esta especie,
se ha avanzado en el desarrollo y puesta a punto de 100 marcadores SSR en un trabajo
conjunto con la Universidad Nacional de Lujan.

En la figura 1 se muestra la frecuencia de repeticion de microsatélite por especie.

Conclusiones

La estrategia de trabajo seguida permitié la obtencién de un gran volumen de datos de amplia
utilidad.

A partir de la comparacion de los transcriptos obtenidos con bases de datos es posible obtener
su identidad por homologia a otras secuencias ya conocidas, asignarles una potencial funcion,
localizacion celular y ademas predecir la proteina y la ruta metabdlica en la cual esta involucrada.
Mediante programas especificos se detectaron de secuencias repetidas en tandem (SSR o micro-
satélites) y variaciones de una base (SNPs) y se avanzo en el disefio de cebadores especificos.
Los SSR que se desarrollan a partir de las genotecas de expresion tienen una alta posibilidad
de ser transferidos a otras especies del género por tratarse de regiones altamente conservadas,
lo que permitiria ampliar su uso hacia especies que aun no cuentan con herramientas de iden-
tificacion molecular. Ademas contar con una genoteca de expresion nos permite acceder a la
secuencia de genes relacionados con caracteres de interés agronémico y en rutas de sintesis de
metabolitos secundarios, los cuales son particularmente importantes en estas especies.

En el caso de especies como manzanilla y orégano que ya se encuentran en cultivo, el desarrollo
de las herramientas gendmica permitira avanzar en la identificacion de los materiales conservados
en las colecciones de trabajo de las Universidades o del INTA, atento a las necesidades de con-
sumidos y productores. Contar con un banco de germoplasma de dichas especies resulta central
para dar comienzo a un programa integral, que abarque la conservacion la caracterizacion mor-
folégica, fenoldgica, bioquimica y molecular. La creacion de una coleccion o banco es un proceso
dinamico que implica la recoleccion e ingreso de nuevas variantes. Para asegurar que realmente
sean novedosos y hacer eficiente la conservacion debemos asegurarnos su identidad para la
incorporacion de estos. Muchas veces materiales idénticos son denominados con diferentes nom-
bres comunes y viceversa. Para que esta conservacion sea racional en términos de los recursos
y esfuerzos que demanda, la identificacién de los materiales es una actividad primordial. En el
caso de especies como valeriana, cuya explotacion es de tipo extractivo, la introduccion a cultivo
es una alternativa de uso sustentable del recurso biolégico. Este es un proceso largo que debe
acompafnarse con una adecuada caracterizacion de las poblaciones naturales.

La caracterizacion mediante el uso de estos marcadores en conjunto con los datos morfolégicos y
los resultados previamente obtenidos en el empleo de técnicas bioquimicas proveeran indicadores
genéticos y quimicos que posibilitaran la seleccidon de poblaciones en futuros estudios.

La base de datos obtenida de los transcriptomas aporta herramientas para el estudio de la geno-
mica y la genética de cada especie.
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Ponemos a vuestra disposicion esta Memoria técnica que sintetiza el
trabajo de investigacion de los ultimos afios, sumando informacién
a las publicaciones de extensién que se han brindado a los
productores por distintos medios (jornadas presenciales, boletin
electronico Aromas Pampeanos, publicaciones en la web).

Se presentan resumenes de articulos que, en su mayoria, han sido
publicados en revistas nacionales e internacionales o expuestos en
congresos de la especialidad.

Con la esperanza de contribuir al desarrollo de los cultivos de
aromaticasy medicinales en nuestro pais.
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