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RESUMEN

El proceso de mejoramiento de las plantas depende de la existencia de
variabilidad genética a partir de la cual se pueda realizar seleccion. En este caso,
poblaciones silvestres de Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling “peperina”
constituyeron la primera fuente de variabilidad genética junto a la seleccion de
individuos derivados del cultivar Champaqui-FCA preexistente. Con el nuevo
germoplasma obtenido se generd una poblacion de base genética amplia que sirvié de
poblacién inicial para el proceso de seleccién propuesto en este trabajo. Esta nueva
poblacién generada mostro variabilidad para los caracteres evaluados y permitio definir
los limites en cuanto a los caracteres criterio de seleccion como rendimiento vegetativo,
tolerancia a virus Cucumber mosaic virus (CMV), rendimiento de aceites esenciales y
respuesta al manejo cultural. A partir de alli se seleccionaron individuos, tomados
como plantas madres (PM), que superaban la media poblacional del cultivar
Champaqui-FCA en los distintos caracteres estudiados. En una segunda instancia de
seleccidn, se caracterizé fenotipicamente 19 familias derivadas de las PM selectas y se
determinaron sus parametros genéticos. Para algunos de los caracteres se estimaron
valores de heredabilidad en sentido amplio entre un 25 y un 44%, encontrandose
ademas en varios de los caracteres evaluados, valores superiores a la media de las
plantas selectas de la poblacion inicial. En una tercera instancia de seleccion, siguiendo
descriptores morfoldgicos, de rendimiento, de tolerancia a CMV y de rendimiento en
aceites esenciales, de las 19 Familias evaluadas, se descartaron siete familias por
presentar sintomas de virosis y/o por bajo porcentaje de supervivencia a campo. El
grupo de las 12 familias restante se utiliz6 para la extraccion de aceites esenciales
identificandose distintos perfiles quimicos, los que se sometieron a pruebas sensoriales
y se los clasifico de acuerdo a su aceptacién o rechazo por parte del evaluador. Es asi
que el proceso final de seleccién se llevo a cabo sobre éstas familias selectas, tomando
como criterio de seleccién el resultado de la evaluacion organoléptica (aceptacion o
rechazo), seleccionando entre los individuos que se destacaron por presentar valores
superiores en los caracteres morfoldgicos, resistencia al virus y rendimiento de aceites

esenciales, formando a partir de ellos las poblaciones mejoradas.

Palabras clave: Minthostachys verticillata, peperina, poblaciones, cultivo, seleccion y

mejoramiento genético vegetal.
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ABSTRACT

The process of plant breeding depends on the existence of genetic variability from
which selection can be made. In this case, wild populations of Minthostachys
verticillata (Griseb.) Epling “peperina” were the first source of genetic variability along
with the selection of individuals derived from pre-existing Champaqui-FCA cultivar.
With the new germplasm obtained, a population with a broad genetic base was
generated that served as the initial population for the selection process proposed in this
study. This new population generated showed variability for the traits evaluated and
allowed to define the limits in terms of selection criteria such as biomass production,
tolerance to Cucumber mosaic virus (CMV), yield of essential oils and response to
cultural management. From there, individuals were selected as mother plants (PM),
which surpassed the population mean of the cultivar Champaqui-FCA in the different
characters studied. In a second selection instance, 19 families derived from the selected
PM were phenotypically characterized and their genetic parameters were determined.
For some of these traits, values of broad-sense heritability were ranged between 24 and
44%, and values higher than the average of selected plants of the initial population were
found in several of the characters evaluated. In a third instance of selection, of the 19
families evaluated seven were discarded for showing symptoms of virus and/or low
percentage of field survival. The remaining 12 families were subjected to sensory tests
and classified according to their acceptance or rejection by the evaluator. Thus, the final
selection process was carried out on these selected families, taking as a selection
(acceptance or rejection), selecting among the individuals who stood out for having
higher values in the morphological characters, Resistance to virus and yield of essential

oils, forming from them the improved populations.

Key words: Minthostachys verticillata, peperina, populations, cultivation, selection and

plant breeding.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Entre las especies vegetales que el hombre ha utilizado desde tiempos remotos
con fines comerciales, se encuentran las plantas aromaticas y medicinales, muy
codiciadas por ser utilizadas como medicina alternativa y por poseer un marcado interés
econdémico. Los productos aromaticos tienen un mercado creciente, presentando
demanda a nivel nacional e internacional, particularmente de los paises mas
desarrollados, que requieren nuevos sabores y aromas. La respuesta a esta demanda
necesita de una explotacion racional de los recursos que se recolectan en los lugares
donde crecen espontaneamente, ya que si no es asi, se puede generar una pérdida de la
diversidad genética de plantas medicinales y aromaticas, debido a la sobreexplotacién

de las especies en su habitat natural (Roig, 2001).

En la provincia de Cdérdoba (Argentina), se encuentra muy difundida la
comercializacion de plantas aromaticas y medicinales silvestres, siendo las serranias del
centro y noroeste, la zona en la que adquiere mayor relevancia la explotacion de estas
hierbas (Bocco et al., 1997; Ojeda, 2008; Bustos, 2009). Esto implica un fuerte impacto
sobre estos recursos vegetales naturales, tanto por su extraccion, como por la posible
pérdida irrecuperable de germoplasma como consecuencia de la erosion genética
(Montenegro, 1987; Ojeda et al., 2000).

De las especies espontaneas, la mas buscada es la “peperina” Minthostachys
verticillata (Griseb.) Epling, siendo una de las plantas nativas que ha soportado mayor
extraccion (Montenegro, 1987; Bocco et al., 1993; Martinez, 2004; Bustos, 2009). Es
por ello que el cultivo de especies sobre-explotadas es una de las principales
alternativas, pues contribuye a disminuir la presion sobre las plantas silvestres (Ojeda,
2004).

En este contexto es necesario lograr un equilibrio entre la conservacion y el uso
de los recursos naturales. Una estrategia valida para el uso de plantas aromaticas y

medicinales silvestres es su cultivo, para poder proveer de suficiente materia prima que

17



cubra su demanda y aliviar la presion sobre las poblaciones silvestres, pudiendo ofrecer
al medio un producto de calidad, homogéneo en sus caracteres organolépticos y con
buenos rendimientos. La introduccion al cultivo de especies silvestres se ha
transformado en una necesidad, ya que es la forma de asegurar un abastecimiento
continuo de plantas y material vegetal. Para lograr tal cultivo es necesario avanzar sobre

la caracterizacion, manejo y mejoramiento de las especies nativas.

El cultivo de una especie silvestre, entendido en este sentido, implica un
mejoramiento en la calidad de la materia prima, que permita una estandarizacion en el
contenido de ingredientes activos y poblaciones homogéneas de plantas, caracteristicas
necesarias para su produccion, procesamiento y utilizacion. Este es el motivo por el cual
se iniciaron las investigaciones que se presentan en este trabajo, generando el
mejoramiento de un determinado material vegetal de la especie Minthostachys
verticillata (Griseb.) Epling “peperina”, para poder ofrecer a la industria cantidad y
calidad de material vegetal sin poner en riesgo las poblaciones naturales de la especie.

Ubicacion taxondmica de M. verticillata

Esta especie pertenece a la familia Lamiaceae. Esta familia, también llamada
Labiatae o Labiadas, comprende méas de 170 géneros y 3000 especies de amplia
distribucion en regiones templadas y tropicales (Florula digital, 2013; Farias, 2015). En

la Argentina, esta representada por 25 géneros y 87 especies (Farias, 2015).

La “peperina” pertenece al género Minthostachys que cuenta con 17 especies,
todas originarias del sur de Ameérica tropical (Schmidt-Lebuhn, 2008 a).

En Argentina, se utiliza el nombre “peperina” para designar a distintas especies:
Hedeoma multiflorum, Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling, Clinopodium
boliviana (Benth) Brig. y Clinopodium odorum (Griseb.) Harley; todas pertenecientes a
la familia Lamiaceae (de la Pefia y Pensiero, 2004).

La “peperina” bajo estudio corresponde a M. verticillata (Griseb.) Epling. y se
ubica en la Subfam. Nepetoideae, Tribu Mentheae. Existe una gran confusion en la
literatura sobre el nombre correcto que debe aplicarse a las poblaciones de “peperina”

que habitan en la Argentina. Esta confusion se genera por el criterio a seguir en cuanto
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al numero de especies que se acepte para Minthostachys, lo que depende de la
circunscripcion que los distintos autores aplican a las especies (Epling, 1936; Schmidt-
Lebuhn, 2008b). Asi, el nUmero de especies varia de 12 a 17, con algunas entidades ain
indescriptas (Schmidt-Lebuhn, 2008a). En 2008, Schmidt-Lebuhn publicé dos trabajos
que dieron luz sobre la taxonomia de este género. El primero (Schmidt-Lebuhn, 2008a)
se refiere a un estudio morfolégico-molecular que puso de manifiesto la monofilia de
Minthostachys y sus relaciones intergénericas; en este trabajo M. mollis y M. verticillata
aparecen en subclados distintos. En el segundo (Schmidt-Lebuhn, 2008b), este autor
presenta la revision taxondémica del género donde acepta 17 especies y alli, diferencia a
M. verticillata de M. mollis.

Siguiendo el criterio de Schmidt-Lebuhn, M. verticillata es endémica en
Argentina, nombre que actualmente se sigue en los tratamientos floristicos del Cono Sur
y Argentina, quedando restringida para el centro-oeste de nuestro pais (Tucuman,
Catamarca, La Rioja, Cérdoba y San Luis).

Descripcion botanica de la especie

La “peperina” (Fig. 1.1) es un semiarbusto aromético de 0,30 a 2 m de altura,
perenne, con tallos cuadrangulares y ramas ceniciento-pubescentes con pelos simples y
glandulares (Bonzani y Ariza Espinar, 1993), hojas de 1 a 5 cm de largo, ovadas,
generalmente agudas, redondeadas en la base, ambas caras pubescentes, sostenidas por
peciolos de 5 a 10 mm de largo, de margen entero o irregularmente aserrado, enves mas

claro y con pubescencia acentuada.

Las flores son pediceladas dispuestas en cimas axilares. Caliz de 2-3 mm long.,
poco acrescente en el fruto, hirsuto en la cara externa, cara interna con carpostegio;
dientes deltoides, agudos, de 1-1,5 mm long. Corola blanca, zigomorfa, tubulosa-
bilabiada, pubescente en la cara interior y en el dorso de los labios; labio superior 2-
lobado, inferior 3-lobado, I6bulos crenulados. Estambres didinamos, los anteriores mas
largos que los posteriores, filamentos de 1-2 mm de long., pubescentes en el tercio
inferior. Gineceo con ovario supero, 4-lobado, estilo de 3 mm de long., glabro, bifido,

ramas estigmatica inferior poco mayor que la superior. Fruto seco y compuesto por 4
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naculas elipsoides, pardas, lisas o finamente reticuladas, de 1 mm de long., que al

madurar dan entre 1 a 4 semillas.

Figura 1.1. Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling: 1-Individuo silvestre; 2-
Planta en cultivo; 3- Detalle de rama en flor.

Fenologia: Florece en verano y fructifica en verano hasta el otofio. Se multiplica
por gajos y semillas (Epling, 1939; Dimitri, 1972; Soraru y Bandoni, 1978; Bonzani y
Ariza Espinar, 1993; Gupta, 1995; Barboza et al., 2001; Barboza et al., 2006; Barboza
et al., 2008). Posee un olor caracteristico, muy semejante a la menta, determinado por la
presencia de aceites esenciales. Para un mejor aprovechamiento de estos compuestos,
las plantas se cosechan durante la floracion, ya que se considera que en ese momento
contienen la mayor cantidad de aceites (Mufioz, 2000). Presenta un buen rebrote.

Distribucion y habitat

En Argentina, “peperina” es sinonimo de Cordoba, provincia serrana de la
region central, donde la especie crece en forma espontanea y tiene un importante valor

cultural dado por el uso tradicional que se hace de ella.

La especie también crece en otras provincias del noroeste del pais, como San
Luis, Catamarca, La Rioja y Tucuman. Dentro de su distribucion se la encuentra entre
los 700 y los 2300 msnm, en regiones con promedios de precipitacion anual superiores a
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800 mm y sobre suelo fértil y suelto. En la provincia de Cérdoba, habita en las zonas
serranas, entre 700 y 1200 m de altura (Epling, 1939; Fester et al., 1956; Parodi, 1959;
Soraru y Bandoni, 1978; Ratera y Ratera, 1980; Boelcke, 1989; Alkire et al., 1994;
Gupta, 1995; Carvajal y Thilly, 1998). Crece en suelos someros, pedregosos, en laderas
generalmente protegidas por especies arbdreas, en mollares de Lithraea molleoides
(Vell.) Engl., en espinillares de Acacia caven (Molina) Molina y Acacia furcatispina
Burkart, o bosques abiertos de laurel, Cinnamomum porphyrium (Griseb.) Kosterm. y

coco o cochucho, Zanthoxylum coco (Gillies ex Hook. f. & Arn.).
Usos, aplicaciones y demanda de la especie

Desde siempre esta especie fue muy empleada por las comunidades nativas y
campesinados de Argentina. Ya Hieronymus en 1882 mencionaba su empleo con éxito
contra el colera por parte de los serranos de Cordoba. La infusién con sus hojas y flores
fueron y son usadas como estomacal, antiespasmddica, antidiarreica, antiemética,
antirreumatica, carminativa, sedante, y solo sus hojas como hemostatico sobre heridas
(Ojeda y Karlin, 2015). También se emplea como saborizante y aromatizante en la
elaboracion de licores y bebidas amargas. Su principal uso actual es en la yerba mate,

para la elaboracion de yerbas compuestas para lo cual es altamente demandada.

La recoleccion desmedida e irracional de la “peperina” en las zonas serranas de
Argentina ha puesto a este arbusto en peligro de extincion. Ello obedece a una demanda
creciente lo que ha ocasionado que poblaciones silvestres estén sobre-presionadas por la
recolecciéon. Como consecuencia de esta sobre-explotacion, surge la necesidad de la
puesta en cultivo de la peperina, con el objetivo de proponer un sistema de produccion
sustentable, como alternativa a la extraccion directa de su ambiente natural. Ademés, el
conocimiento de los requerimientos de la especie posibilita el disefio de estrategias para
el aprovechamiento sustentable del recurso en aquellas localidades donde crece en
forma espontéanea, constituyéndose de ese modo en un ingreso econdmico mas estable

para los lugarefios.

Confirmando estas caracteristicas que se dan en el uso de esta especie, Martinez
et al. (2003) sugieren a la peperina (sub nom. M. mollis) como una de las ocho especies

locales que deben recibir medidas de conservacion prioritarias para el Valle de
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Paravachasca (provincia de Cordoba). Este estudio considera la sensibilidad ecoldgica,
la demanda comercial y el estatus de la especie en el area, por lo que refleja
integralmente su estado e importancia respecto a la utilizacion. Es asi que el calculo del
indice de prioridad de conservacion (ICP) para la peperina recibié el valor mas alto de

un total de 84 especies examinadas.

Martinez (2005) estudio la recoleccion y venta de plantas medicinales en el
departamento de Santa Maria, provincia de Cordoba, Argentina. Como era de esperarse
también para esta area, M. verticillata (sub nom. M. mollis) resulto ser la especie que se
consume en mayor cantidad. Las plantas son recolectadas generalmente por lugarefios y
se comercializan secas 0 semi-procesadas en comercios locales o a turistas en puestos

callejeros.
Aceite esencial de “peperina”

Las esencias son mezclas de compuestos que proveen a las plantas aromaticas su
aroma caracteristico, llamados comunmente aceites esenciales (AE). Estos aceites
esenciales estan constituidos principalmente por terpenos y sesquiterpenos que se
originan en el metabolismo secundario de la planta, presentando la particularidad de ser
volatiles a temperatura ambiente y presion atmosférica normal (Zygadlo, 2011) y son
ademas los responsables del aroma de cada planta en particular (Chamorro et al., 2012).

Los componentes caracteristicos del aceite esencial de la peperina son
principalmente mentona y pulegona, y posee ademas pequefias cantidades de otros
compuestos como ser isomentona y limoneno (Retamar y Mazzola, 1963; Pomar, 1993,
Retamar, 1988; Zygadlo et al., 1996).

En estudios donde se analizaron muestras recolectadas in situ de distintas
poblaciones de peperina, se encontraron grandes variaciones en cuanto a la composicion
de aceites esenciales, principalmente en la relacion mentona — pulegona; posteriormente
se observO que esa misma variabilidad se mantiene cuando esas muestras fueron

cultivadas en un mismo ambiente ex situ (Ojeda, 2004; Ocafio, 2015).
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En cuanto a los efectos de aceites esenciales y/o extractos de esta especie, se han
realizado numerosos estudios y evaluaciones que muestran la importancia de la misma

como recurso interesante por sus propiedades biocidas e inmunolodgicas (Ocafio, 2015).
Antecedentes de estudio de la “peperina” en Cordoba

Desde el afio 1996 se desarrolla en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Cordoba, un proyecto sobre la conservacion, domesticacion y
mejoramiento de la peperina y otras especies aromaticas. Para ello se realizaron estudios
que permitieron avanzar en el conocimiento de la especie a nivel morfolégico,

bioquimico y de manejo cultural (Ojeda et al., 2004).

Bajo la hipotesis de que la variabilidad existente en poblaciones silvestres y el
ajuste de técnicas de manejo cultural, facilitarian el cultivo de la especie y la seleccion
de genotipos superiores, se plante6 como objetivo caracterizar las poblaciones
silvestres, tanto en su habitat natural como bajo condiciones de cultivo, y establecer
criterios para su manejo y mejoramiento genético. Los resultados obtenidos permitieron
la caracterizacion de poblaciones nativas en areas de crecimiento espontaneo del
Noroeste Argentino (Tucuman, Catamarca, Cordoba y San Luis). Ademas, se determind
la variabilidad intra- e interpoblacional iniciando la seleccion de los individuos con

mejores caracteristicas (Ojeda et al., 1998; Ojeda, 2004).

De cada poblacién que se localizo6 y caracterizo dentro de la zona de distribucién
de la especie en la Argentina, se recolecto y conservo germoplasma y, se identificaron
muestras para su documentacion en herbarios. Posteriormente, se establecieron las
condiciones basicas para el manejo cultural de la especie, encontrandose interaccién
significativa entre las poblaciones y los tratamientos de manejo ensayados (Ojeda,
2004).

El andlisis ex situ de la variabilidad entre clones obtenido de las poblaciones
muestreadas, mostro variacion remanente para una adecuada respuesta a la seleccion en
aspectos tales como, produccion de biomasa y contenido de aceites. Los caracteres
propuestos como descriptores, fueron los siguientes: longitud de rama, peso fresco (PF)

y peso seco (PS) de planta y rendimiento de aceite por planta. Finalmente, se
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identificaron y describieron cinco clones de peperina en seleccion avanzada; tres de
ellos con mejor adaptaciéon para su cultivo bajo media sombra y dos para cultivo sin
cubierta (Ojeda, 2004). De éstos ultimos, se destaca la inscripcion de un cultivar de
peperina, llamado cultivar Champaqui-FCA, el cual presenta caracteristicas productivas
destacadas en cuanto a produccion de materia seca y adaptacién a condiciones de
cultivo. Ademas, este es el primer cultivar de una especie aromatica y medicinal nativa
de Argentina (Ojeda, 2011).

Durante los ciclos de cultivo de domesticacion, se determind por primera vez en
la especie la presencia del Cucumber mosaic virus (CMV) ocasionando serios dafios en
hoja y sobre el crecimiento de las plantas (Fig. 1.2). Al respecto, la sintomatologia que
se observd, pudo asociarse con la presencia de los serogrupos I y Il de dicho patdégeno
viral, produciendo sintomas que afectan las hojas en su tamafio, forma y color, lo cual

evidencia una amenaza potencial para el cultivo de la peperina.

Figura 1.2. Detalle de dafio en hojas y crecimiento de la planta en un
ejemplar de peperina con Cucumber mosaic virus (CMV)

También se observd, que entre las plantas que componen las poblaciones
seleccionadas, existian individuos que no presentaban sintomas de virus, ain estando en

presencia del agente transmisor. Esto estaba indicando individuos con mayor tolerancia
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al ataque del virus, por lo que es de esperar que esa tolerancia esté relacionada a
caracteres heredables.

Por otra parte, en el proceso de seleccion se modificaron las proporciones de los
distintos componentes de los aceites esenciales de la peperina en comparacion con las
poblaciones de inicio, no siendo este aspecto contemplado, ya que los objetivos de la
seleccion realizada estaban orientados solamente hacia la produccién de materia seca y

la adaptacion a condiciones de cultivo.

A partir de ensayos con materiales derivados de poblaciones nativas se puede
acceder a caracteres de interés agrondmico con amplia variabilidad (Wright, 1976;
Zobel y Talbert, 1988). Estos ensayos sirven como poblacion base de los posteriores
programas de mejoramiento, ya que constituyen la fuente de variacion genética de facil
acceso, a donde es posible recurrir para ampliar los rangos de seleccion o incorporar
nuevas caracteristicas de interés. Los métodos de mejora en plantas al6gamas, permiten
la obtencién de poblaciones mejoradas. Es por ello que para mejorar la composicion de
los aceites se puede recurrir a poblaciones naturales que se constituyen en fuentes de
estos caracteres para ser incorporados a las poblaciones selectas (Di Feo et al., 2004;
Ramirez, 2006).

Dadas estas caracteristicas en el material obtenido, es que se decide iniciar una
nueva etapa de investigacion para avanzar en el mejoramiento de la especie, sin perder
los caracteres de interés agrondmicos obtenidos en los trabajos precedentes. Continuar
el mejoramiento de la especie a partir del cultivar ya inscripto mediante la
reintroduccion de germoplasma silvestre en un plan de mejoramiento, buscando obtener
poblaciones mejoradas en los caracteres componentes del rendimiento, tolerancia al

virus (CMV) y mayor calidad organoléptica.
Hipotesis de trabajo

Dentro de la variacion fenotipica que poseen las distintas poblaciones de
peperina, puede encontrarse una fraccion de variacion, debida al genotipo, en caracteres

de interés agrondémico, como lo son la produccién vegetativa y la cantidad y calidad de
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aceite esencial, los cuales pueden ser seleccionados para obtener poblaciones con

caracteristicas superiores a las originales.
Objetivo general

Obtener, por seleccion, poblaciones mejoradas de Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling “peperina” en los caracteres componente del rendimiento, tolerancia al

virus (CMV) y rendimiento y calidad de aceite esencial.
Objetivos especificos

1. Generar una poblacion de base genética amplia de Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling mediante la recombinacién entre plantas provenientes de

poblaciones de distinto origen.

2. Evaluar en un ciclo de cultivo de la poblacion base la variabilidad en
rendimiento vegetativo, tolerancia a virus Cucumber mosaic virus (CMV),

rendimiento de aceites esenciales y respuesta al manejo cultural.

3. Evaluar las modificaciones en caracteres de rendimiento en materia vegetal y
aceites esenciales, producidas por la recombinacion entre el germoplasma de las
poblaciones silvestres y el cultivar Champaqui-FCA.

4. Determinar a nivel fenotipico, genotipico y ambiental, los componentes de la
varianza y la heredabilidad en sentido amplio, en familias de peperina en

proceso de seleccion.

5. Evaluar las propiedades organolépticas del material obtenido a través de analisis
sensoriales en las comunidades de interés (recolectores, pequefios productores,

consumidores).

6. Seleccionar individuos, siguiendo descriptores morfologicos, de rendimiento, de
tolerancia a virus (CMV), de rendimiento en aceites esenciales y caracteristicas

organolépticas.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACION Y EVALUACION DE POBLACIONES DE
PEPERINA: GENERACION DE UNA POBLACION BASE
GENETICAMENTE VARIABLE

INTRODUCCION

En la actualidad se ven amenazados muchos recursos fitogenéticos que pueden
ser vitales para el desarrollo agricola y la seguridad alimentaria en el futuro. En este
sentido, es preocupante la ocurrencia de una pérdida irreversible de genes, siendo éstos,
la unidad fundamental bésica de la herencia y fuente primordial de la variacion del
aspecto, la caracterizacion y el comportamiento de las plantas. La conservacién racional
(tanto in situ como ex situ) de los mismos, empieza por el estudio y caracterizacion de
los recursos que existen en cada lugar (FAO, 1996). Al respecto, cuando en una
determinada area hay especies de interés muy presionadas por su uso, es necesario que
se realice una recoleccion de germoplasma conjunta con la caracterizacién y evaluacion

de dicho material, procurando asegurar una alta variabilidad genética.

El material recolectado para caracterizar poblaciones locales debe ser
representativo de la variabilidad genética que la especie presenta en su habitat, ya que
las poblaciones de una especie, dentro de una region, pueden diferir genéticamente en

distinta medida dando origen a ecotipos y/o clinas (Ojeda, 2004).

El estudio de la variabilidad existente dentro de las especies permite determinar
las estrategias para la conservacion in situ y ex situ. Por “conservacion in situ” se
entiende la conservacion de los ecosistemas y los habitats naturales donde se desarrollan
estas especies, el mantenimiento y recuperacién de poblaciones en sus entornos
naturales y, en el caso de las especies domesticadas y cultivadas, los entornos en que
hayan desarrollado adaptaciones especificas. Por “conservacion ex situ” se entiende la
conservacion de componentes de la diversidad bioldgica fuera de sus habitats naturales
(Ojeda et al., 2015).
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En los Gltimos afios el conocimiento empirico del uso de las plantas medicinales
y aromaticas comenz6 a encontrar un sustento cientifico, dando valor incluso a la
riqueza tanto en diversidad como en variabilidad de estas especies. De los avances en
los conocimientos de estas plantas se ha llegado a que alrededor de un 35 % del total de
los medicamentos que se aprueban afio a afo, son derivados de especies vegetales
(Kursar et al., 2007).

La Argentina posee condiciones muy favorables e importantes para desarrollar
nuevos productos basados en sus especies nativas ya que cuenta con una gran diversidad
de ambientes que favorecen la biodiversidad, ademas de poseer conocimientos de los
pueblos originarios que usan numerosas plantas en su vida cotidiana. Por otra parte, el
pais cuenta con tecnologia y posibilidades de desarrollar un manejo en cultivo de las
especies que tengan importancia o gran demanda de la industria. Si a estas condiciones
mencionadas le sumamos el asesoramiento e interaccion con grupos de investigacion de
Universidades y otros, las oportunidades que se pueden generar se multiplican (Ojeda et
al., 2015).

A distintos niveles de gobierno: nacional, provinciales 0 municipales, se han
llevado adelante acciones tendientes a preservar y manejar especies aromaticas nativas.
En este sentido, desde el &mbito técnico y académico se esta procurando la puesta en
cultivo de plantas medicinales y aromaéticas con un doble objetivo: preservar el recurso
silvestre y promover su introduccion a cultivo para responder a demandas industriales.
Para ello, se plantea lograr calidad, cantidad y continuidad en la produccion, siendo
entonces muy importante caracterizar, manejar y mejorar las especies nativas. Los resul-
tados obtenidos de este proceso contribuiran a la valorizacion y aprovechamiento
adecuado de los recursos naturales en sus ambientes, a la vez que posibilitaran brindar
alternativas laborales y un ingreso econdémico en zonas donde la agricultura tradicional
no es practicable, ayudando a evitar la emigracion rural y generar diversificacion en las

producciones (Ocario, 2015).

La posibilidad de introducir a cultivo una especie silvestre, permite lograr una
produccién constante y mas homogénea en cuanto a calidad. Particularmente para el
caso de las plantas aromaticas y medicinales, la amplia variabilidad morfologica y

quimica es consecuencia de la genética de las plantas y sus respuestas adaptativas a los
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ambientes donde se desarrollan (Amujoyegbe et al., 2012). Si bien desde el punto de
vista ecologico y ambiental esta caracteristica es positiva y muy necesaria no favorece

al mercado ya que éste demanda estabilidad y homogeneidad en la calidad del material.

Para conocer, conservar y usar sustentablemente un recurso natural, es necesaria
su caracterizacion y evaluacion. De este modo se describen los atributos que permiten
diferenciar poblaciones de una misma especie y determinar su estructura, variabilidad y
utilidad (Jaramillo y Baena, 2000). Es importante definir con claridad el concepto
“poblacidon” ya que permanentemente se estara refiriendo a poblaciones de la especie en
estudio durante todo el proceso de un plan de domesticacion y /o mejoramiento. Asi, en
el campo de la biologia, Poblacién Bioldgica, es un conjunto de organismos o
individuos de la misma especie que coexisten en un mismo espacio y tiempo, y que
comparten ciertas propiedades bioldgicas, las cuales producen una alta cohesién
reproductiva y ecoldgica del grupo. La cohesion reproductiva implica el intercambio de
material genético entre los individuos. La cohesion ecoldgica se refiere a la presencia de
interacciones entre ellos, resultantes de poseer requerimientos similares para la
supervivencia y la reproduccion, al ocupar un espacio generalmente heterogéneo en

cuanto a la disponibilidad de recursos.

En biologia, un sentido especial de la poblacion, empleado en genética y
evolucion, es para llamar a un grupo reproductivo cuyos individuos se cruzan
Unicamente entre si, aunque bioldgicamente les fuera posible reproducirse también con
todos los demas miembros de la especie 0 subespecie. Las principales causas por las que
resultan delimitadas las poblaciones son el aislamiento fisico y las diferencias del

comportamiento.

A través de los caracteres morfoldgicos cualitativos y cuantitativos, es como se
pueden describir las poblaciones a los fines de establecer criterios para su manejo y
aprovechamiento, tanto de poblaciones silvestres como de cultivos.
Complementariamente, la evaluacion consiste en describir el rendimiento de material
vegetal y en el caso de las plantas aromaticas también su produccion de aceites
esenciales. Estos indicadores estan asociados a caracteres cuantitativos que son mas

variables con el ambiente y por lo general de baja heredabilidad.
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La caracterizacion y evaluacion de una especie, como comienzo de un proceso
de seleccidn y cultivo, requiere de una poblacion inicial que represente su variabilidad
natural, la cual se denomina: poblacion de base genética amplia. Dicha poblacion esta
formada por individuos obtenidos de semillas o estacas recolectados de todos los
lugares muestreados. En especies alogamas esa variabilidad es mayor por lo que es ne-

cesario que esa poblacion con la que se inicia el cultivo sea grande.

Para realizar la recoleccidn de germoplasma es necesario ubicar debidamente los
lugares donde potencialmente habiten poblaciones. Para ello, es posible recurrir a la
informacion que lugarefios pueden ofrecer sobre ubicacion, usos y otros
acontecimientos relacionados con el recurso genético en estudio. En primer lugar es
necesario diferenciar poblaciones que habiten un &rea restringida con condiciones
ecologicas relativamente homogéneas. Por ello resulta necesario documentar las

condiciones que caracterizan y distinguen a los distintos sitios de recoleccion.

A partir del cultivo de una poblaciébn manejada uniformemente, el proceso
continua con la seleccion de individuos que se destaquen por caracteres de interés con el
fin de obtener los mejores genotipos posibles (Cubero, 2003). De esta manera se
realizan selecciones sucesivas de genotipos en base a caracteristicas deseadas. La
expresion de dichas caracteristicas se observa en el fenotipo de la planta, pero debe ser
una manifestacion del genotipo y no un efecto del ambiente (Jaramillo y Baena, 2000).

Los caracteres morfoldgicos que se seleccionen para su medicion dependen de la
especie en estudio, por lo tanto es importante elegir caracteres que permitan identificar
la especie y sobre todo los que permitan mostrar las variaciones existentes, es decir que
sean validos como descriptores. Hay caracteres marcadores morfologicos que permiten
encontrar asociaciones significativas entre éstos y los caracteres con importancia

econdémica.

Aquellos caracteres que se pueden detectar a simple vista, de facil registro, que
tienen alta heredabilidad y alto valor taxondmico y agronémico, constituyen los mejores
descriptores de una especie; ademas tienen la caracteristica de que se pueden aplicar a
muestras pequefias y permiten diferenciar poblaciones (Jaramillo y Baena, 2000).
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Una vez evaluada y descripta las poblaciones de inicio, es necesario que se
comience con su evaluacién en ensayos a campo, que permitan comparar en un mismo
ambiente las plantas obtenidas de las poblaciones muestreadas y relevar los caracteres

fenotipicos cuantitativos y cualitativos (Ojeda et al.; 2015).

En los ensayos a campo debe considerarse el disefio experimental de las
parcelas, ya que es importante, mantener la identificacion de los diferentes individuos
procedentes de cada poblacion y a su vez de las diferentes poblaciones y que todas las
procedencias (poblaciones) tengan igual tratamiento. De este modo, los resultados
obtenidos permiten cuantificar la variabilidad dentro de las poblaciones y entre éstas,
identificando diferencias y seleccionando aquellas plantas que se destaquen por
presentar caracteres de interés, para su uso en la produccién o en el mejoramiento de
cultivos (Ocafio et al., 2015).

Objetivos especificos
e Evaluar la variabilidad morfol6gica y quimica de poblaciones de peperina

provenientes de distinto origen.

e Generar una poblacion de base genética amplia de Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling, mediante la reproduccion de plantas provenientes de
poblaciones de distinto origen.

e Evaluar en un ciclo de cultivo de una poblacién base la variabilidad en
rendimiento vegetativo, tolerancia a virus Cucumber mosaic virus (CMV) y

rendimiento y composicion de aceites esenciales.

MATERIALES Y METODOS

I- Obtencidn y caracterizacion del material de estudio

a) Seleccion del material de estudio:
En relacion a los objetivos propuestos en este trabajo, se tom6 como uno de los
materiales de partida, poblaciones en cultivo derivadas del cultivar Champaqui-FCA,

que se conservaban en el campo escuela de la facultad de Ciencias Agropecuarias-UNC
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(Localidad Capilla de los Remedios, Cérdoba), en instalaciones del predio de dicha
facultad en la Ciudad de Cordoba, y en un campo privado en la Localidad de Alta

Gracia, Provincia de Cordoba, Argentina.

Para la obtencion de las poblaciones silvestres, se consideraron dos grandes
zonas dentro de la provincia de Cérdoba donde se distribuye la especie y se realizaron
recolecciones de muestras de plantas en base a los datos brindados por recolectores y

consumidores locales (informantes clave).

Los muestreos se realizaron en las Localidad de San Jerénimo y Tala Cafada,
dentro de la zona denominada de Sierras Grandes y, en la localidad de Salsipuedes,
dentro de la zona de Sierras Chicas de la provincia de Coérdoba (Argentina). Se
determinaron en total 6 areas de muestreo distribuidas entre las distintas localidades,
manteniendo distancias geograficas suficientemente amplias como para disminuir las
posibilidades de intercambio gamético entre los individuos muestreados. En la Fig. 2.1
se indican los lugares de recoleccion dentro de la provincia de Cérdoba.

En cada sitio de recoleccion (tanto poblaciones cultivadas como silvestres) se
registraron la longitud, latitud y altitud sobre el nivel del mar por medio de un GPS
(Sistema de Posicionamiento Global). Ademés, se recabd informacion sobre
precipitacion media anual y temperaturas medias de los meses de enero y julio desde el
Servicio Meteoroldgico Nacional.

En resumen, el material vegetal utilizado son poblaciones de peperina,

provenientes de:

1- Poblaciones derivadas de clones selectos que fueron seleccionados por
caracteres morfoldgicos, fenoldgicos y de buena respuesta al manejo cultural (Ojeda,
2004).

2- Poblaciones silvestres de las localidades de San Jerénimo y Tala Cafiada

(Sierras Grandes, Provincia de Cérdoba).

3- Poblaciones silvestres de la localidad de Salsipuedes (Sierras Chicas,

Provincia de Cordoba).
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Poblaciones de peperina en
cultivo en la Provincia de Cérdoba.

Poblaciones de peperina
silvestre de las Sierras Chicas de la
Provincia de Cérdoba.

2 Poblaciones de peperina
silvestre de las Sierras Grandes de la
Provincia de Cérdoba

Figura 2.1. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo de
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling “peperina” en areas de
crecimiento espontaneo y en cultivo, dentro de la Provincia de
Cordoba, Argentina.

b) Recoleccion y conservacion ex situ de germoplasma de las distintas poblaciones

de peperina en estudio

Se tomaron muestras de semillas de los distintos lugares de recoleccion, se
identificaron, se limpiaron, deshidrataron y acondicionaron en sobres rotulados y
posteriormente se colocaron en bolsas de polipropileno. De esta manera se conservan
las semillas a largo plazo procurando el menor contenido de humedad interna posible
(de aproximadamente el 6%) y a una temperatura de 18°C bajo cero. Para la
conservacion a mediano plazo se procedio de forma semejante colocando los sobres en

frascos cerrados herméticos en heladera a 4°C.

Material herborizado: Toda la informacién obtenida de las descripciones de los

sitios de recoleccion, se acompafid con muestras de plantas de cada sitio que fueron
ingresadas al Herbario del Museo Botanico de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales de la Universidad Nacional de Cordoba; montadas, determinadas y
debidamente fichadas, registrandose sus numeros de herbario como: MO 09, MO 05,
MO 17, MO 34, MO 27, MO 12, Sonia Ocafio 16, Sonia Ocafio 18 y Sonia Ocafio 22.
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c) Caracterizacion de poblaciones de peperina para estudio
Caracterizacién morfolégica

Dentro de cada poblacion, se tomaron al azar 30 individuos y se evaluaron las
siguientes caracteristicas por planta, conforme a la metodologia citada por Ojeda
(Ojeda, 2004).

e Longitud de rama (cm): medicion de la longitud de la rama mas larga.

e NuUmero de ramas: conteo de ramificaciones primarias.

e Largo de hoja (cm): medido desde la base de la lamina hasta su apice, en
muestras de hojas del tercio central de la rama mas larga.

e Ancho de hoja (cm): medido perpendicularmente a lo largo de la misma y
considerando su magnitud maxima, en muestras de hojas del tercio central de la
rama mas larga.

e Indice foliar: relacion que describe la forma de la hoja obtenida por el cociente
entre el largo y el ancho de la hoja, en muestras de hojas del tercio central de la
rama mas larga.

e Avrea foliar (cm2).

Para la determinacion de estos parametros se tomaron hojas completamente
expandidas situadas en el tercio medio de la rama mas larga, las mismas se pegaron
sobre una hoja de papel contact transparente (Figura 2.2) y se escanearon. Para el
procesamiento de las imagenes escaneadas se utilizé el programa ImageJ (Rasband,
2002).

Figura 2.2. Imagen ejemplo de hojas escaneadas para la determinacion de los
parametros foliares.
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Rendimiento de Aceites esenciales

Para establecer el rendimiento en aceites esenciales, se recolectaron en cada
poblacion de estudio, muestras de ramas que se secaron con circulacion de aire, en una
habitacion cerrada y calefaccionada, con una temperatura inferior a 40 °C. Las muestras
se constituyeron con flores, hojas y tallos secos, en cada una de las poblaciones. La
obtencion del aceite esencial se realizd en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cordoba, mediante destilacion por
arrastre con vapor de agua, en un equipo Clevenger modificado con camara separada
(Fig. 2.3).

Figura 2.3: Destiladores tipo Clevenger
utilizados para la extraccion del AE de
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling
“peperina”.

El volumen de AE obtenido de cada muestra fue cuantificado en el recolector
graduado del destilador y luego colocado en tubos eppendorf debidamente rotulados. El
rendimiento de AE es expresado como mililitros de aceites esenciales cada 100 gramos
de materia vegetal seca (ml AE/100gr MS). Para conservar las muestras obtenidas, se
deshidrataron mediante el agregado de sulfato de sodio anhidro y se conservaron en

freezer a -4°C para su posterior analisis quimico.

Caracterizacion del Aceite esencial (AE):

La caracterizacion de los AE se realiz6 mediante un analisis cromatogréfico.
Dicho andlisis quimico se realizd por cromatografia gaseosa con espectrometro de

masas (CG/EM) en un equipo Claruss 600 de Perkin Elmer, con el programa
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TurboMass 5.4, empleando una columna capilar de silica fundida Perkin Elmer DB5
MS (60 m de largo; 0,25 mm de didmetro; 0,25 um de espesor de fase liquida) y helio
como gas portador (49,60 psi). La inyeccion de las muestras fue realizada en modo
Split. La ionizacion se llevd a cabo en el espectrometro de masas por impacto de
electrones con energia de ionizacion de 70 eV. El analisis se realizd con un programa de
temperatura inicial de 60°C (durante 5 minutos), incrementando luego 5°C/minuto hasta
llegar a los 240°C que se mantuvieron por 10 minutos. La presion en la cabeza de la
columna fue de 15 psi y la temperatura del inyector de 250°C. La linea de transferencia
del cromatografo gaseoso se mantuvo a 200°C. Los cromatogramas fueron tomados en
modo “Scan” escaneando los cuadrupolos de m/z= 50-300. Los compuestos fueron
identificados por comparacion de los indices de retencion y sus espectros de masa
mediante la biblioteca NIST MS 2.0 y Adams (2007).

Para caracterizar quimicamente cada poblacion luego de obtenidos los datos de
cromatogramas, se realizaron andlisis multivariados agrupando a las poblaciones en
funcién de los compuestos mayoritarios y viceversa. Los resultados se procesaron

mediante el programa estadistico InfoStat (InfoStat, 2013).
I1- Multiplicacion y obtencién de plantines

El objetivo de esta etapa del trabajo fue establecer la respuesta de las diferentes
poblaciones estudiadas de peperina en la produccion de plantines. Asi se procedid
obtener los plantines para ejecutar el primer ensayo a campo con el propdsito de:
Generar una poblacion de base genética amplia mediante las plantas seleccionadas de

las poblaciones en estudio.
Localizacién del ensayo

El ensayo se realizd en invernadero ubicado en la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cordoba.
Germinacion y obtencion de plantines

De las poblaciones en cultivo, se seleccionaron 30 individuos en cada una de

ellas, que no presentaban sintomas de virosis y con un crecimiento destacado frente al
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resto de la poblacion, principalmente en cuanto a tamafio de planta (altura de la rama
mas larga y numero de ramas). De las plantas seleccionadas se recolectaron semillas
para su multiplicacion. En las poblaciones silvestres, se recolectaron semillas de plantas
que poseian caracteres organolépticos deseados (aroma y color) segln la seleccion de

los informantes claves.

Luego, se procedio a la siembra de mas de 300 semillas de cada una de las
poblaciones, manteniendo la identificacion por poblacion. Se trabajé en bandejas
plasticas (spelling de 91 celdas cada una) con un sustrato de tierra negra y vermiculita,
en proporcion 3:1 respectivamente. Luego se realizé el seguimiento de los plantines.
Las labores culturales realizadas posteriormente a la siembra fueron riego por neblina y

desmalezado manual.

Plantulas: Cuando las plantulas alcanzaron aproximadamente 5 cm de altura se

trasplantaron a macetas de 8,5 cm. de didmetro las que se mantuvieron bajo cubierta.

Plantin: En plantulas de 30 dias se realiz6 una medicion de altura determinando
el crecimiento por planta en cada una de las poblaciones. Conjuntamente se recolecto
una muestra de hojas del tercio medio del eje del plantin en cada una de las poblaciones,

para poder determinar largo y ancho de las hojas, indice foliar y area foliar.

Las labores culturales realizadas hasta el momento del trasplante fueron riego y
desmalezado.

Andlisis estadistico

Mediante el andlisis de varianza se establecieron las diferencias entre

poblaciones y se realizaron Test de comparacion de medias entre las poblaciones.

Las evaluaciones para conocer la variabilidad y el comportamiento de las
poblaciones comenzaron desde la produccién de plantines a través de los siguientes

caracteres:

e Porcentaje de germinacion
e Porcentaje de mortandad, anotando las plantulas que después de germinadas

morian.
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e Porcentaje de mortandad en maceta, anotando plantulas que después de
trasplantadas a maceta morian.

e Crecimiento en los primeros 30 dias (altura en cm).

e Se tomaron muestras de hojas, seleccionadas al azar del tercio central de la rama
(hojas totalmente desarrolladas) y se registraron utilizando el software ImageJ
(descripto anteriormente) los siguientes parametros:

o Largo de hoja (LH): Medido desde la base de la ldmina hasta su apice.

o Ancho de hoja (AH): Medido perpendicularmente al largo de la misma y
considerando su magnitud maxima.

o Indice Foliar (LH/AH): Obtenido por el cociente entre largo y ancho de la hoja.
(largo/ancho). Relacion que da una idea sobre la forma de la hoja.

o Area foliar (AF) en cm2.

I11- Evaluacion de las poblaciones a campo

En primavera se llevaron los plantines a campo, para la formacion de la
poblacién base. Se colocaron los plantines en una parcela completamente aleatorizada,
donde las plantas provenientes de las poblaciones cultivadas (Al, A2, A3) estuvieron
repetidas 3 veces de manera de asegurar el intercambio de polen con las otras
poblaciones. A la parcela se le realizaron labores culturales (riegos, carpidas,

desmalezado y aporques) para su mantenimiento.

Se realizaron el seguimiento y la evaluacion de las plantas a campo teniendo en

cuenta las condiciones necesarias para optimizar la produccion de semillas.

En otofio se juntaron las semillas de cada planta manteniendo la identificacién
de planta madre y poblacion de origen. Se conoce que el sistema reproductivo
predominante es la alogamia, por lo que las semillas cosechadas de una planta
determinada son de madre comin y de padre incierto, dando progenies de hermanos

completos o de medios hermanos en proporciones no conocidas.

Durante el seguimiento y evaluacion de las plantas a campo en cultivo, se
analizaron los siguientes caracteres cualitativos y cuantitativos definidos en base a las

experiencias de cultivo preliminares durante la obtencion del cultivar Champaqui-FCA
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(Ojeda, 2004). Todos los caracteres se midieron en plena floracion, estadio donde la
planta cesa su crecimiento. Las mediciones de peso se realizaron a posterior de la

cosecha.

Caracteres cuantitativos:

o Altura inicial (cm): Medicion de la altura de plantin al momento de transplante
a campo.

o Altura final (cm): Altura de la planta desde la base hasta el extremo distal, en la
rama mas larga. Medicidn realizada previa a la cosecha de las plantas.

o Ndmero de ramas (N°R)

o Peso Fresco en gramos (PF): Peso total de la planta al momento de cosecha.

o Peso Seco en gramos (PS): Peso seco constante de la planta completa luego de

secada.

Caracteres cualitativos:
o Estructura de planta: definida por la forma del follaje y la posicion de las ramas

como: Planta Erecta o Planta rastrera.

o Sintoma de virosis CMV: Presencia o ausencia de sintomas.

Cosecha y post cosecha

Cada planta fue cosechada individualmente, manteniendo su identificacion. La
cosecha se realizd en plena floracion que es el periodo de mayor rendimiento del AE
(Mufoz, 2000). El corte de la planta se realiz6 a 20 cm del suelo. El ensayo se dejé de
regar 3 dias antes de la cosecha para que las plantas concentren el AE y tengan menor

humedad, para favorecer un mejor secado.

Cada planta cosechada fue pesada (PF= peso fresco) y luego se la coloco en
bolsa de papel manteniendo su identificacion. Las bolsas se almacenaron en una
habitacion techada y ventilada, secandose a temperatura ambiente siguiendo la
metodologia descripta por Mufioz (2000) para especies aromaticas. Una vez que las

plantas estuvieron deshidratadas se las pesdé nuevamente registrandose el peso seco

43



(PS). Las semillas de cada planta fueron almacenadas en bolsas de papel con la

correspondiente identificacion.
Obtencion del aceite esencial:

El material vegetal seco de cada una de las plantas fue destilado individualmente
para la extraccion del AE y su cuantificacion. La destilacion se realizd por arrastre de
vapor de agua en equipo Clevenger modificado, con cdmara de extraccion separada. El

material vegetal destilado consisti6 en flores, hojas y tallos secos.

Las muestras de AE se deshidrataron mediante el agregado de sulfato de sodio
anhidro y se conservaron en freezer (-4 °C). EI AE obtenido fue cuantificado para

expresar rendimiento, definiéndose una nueva variable cuantitativa:

o Rendimiento de AE= (ml AE/100 g material vegetal seco)

Identificacién de la poblacion selecta

Se utilizé el método de seleccion independiente (Cubero, 2003) adaptado para
seleccionar individuos que presentaron de manera simultanea todas las caracteristicas
deseadas. En base a resultados preliminares (Ojeda, 2004) se definieron como criterio
de seleccion los caracteres altura de planta (Alt.), peso fresco (PF) y area foliar (AF).
Para establecer el limite inferior de cada caracter del criterio de seleccion se considerd
el valor medio de todos los individuos derivados de las poblaciones del cultivar
Champaqui-FCA. El criterio para definir la poblacion selecta quedd conformado de la

siguiente manera:
Individuo Selecto = Alt. (>X ) + PF (>X ) + AF (>X )

Las plantas de la poblacién de base genética amplia que cumplieron con el
criterio de seleccion constituyeron la poblacién selecta (subgrupo de la poblacién de
base genética amplia). Luego, cada una de estas plantas selectas fue trasplantada a
maceta y llevadas a invernadero para poder extraer esquejes y realizar su multiplicacion

en forma asexual para Su uso en ensayos posteriores.
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RESULTADOS y DISCUSION

I- Obtencidn y caracterizacion del material de estudio

a) Seleccion del material de estudio:

En la Tabla 2.1 se presenta la ubicacion geografica de cada una de las

poblaciones en estudio.

Tabla 2.1: Ubicacion geogréfica, temperatura y precipitaciones de 9 sitios de recoleccion de
poblaciones silvestres y en cultivo de “peperina”, Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling,
en la provincia de Cdrdoba, Argentina.

Temperatura  Precipitacion

Zonay Tipo de . ., . . Altitud media °C media anual
poblacion Localidad Poblacion Latitud Longitud msnm _
Enero Julio mm
S'e"gﬁvig‘r”edes San Jerénimo L1 3192002 6495551 1477 234 95 700
S'e"s"’i‘lf/ Ssrt";‘gdes San Jerénimo L2 3192026" 6495526" 1542 22,6 104 608
S'erg?lf/ Ssrt";‘gdes Tala Cafiada L3 31921'32" 64°57°48" 1270 21,5 9.3 640
S'egﬁ?fegt?'ecas Salsipuedes Si 31°06'58" 64°17°14” 723 225 93 700
S'egi"l"\fegtrr“ecas Salsipuedes S2 31907'15" 64°17°53° 763 22,6 9.3 660
S'egi?vsegt?'ecas Salsipuedes S3 31906'58" 64°18'15° 773 21,9 92 1300
Capital y Al
Alrededores Alta Gracia 31°38'12" 64°26'16” 588 26,2 145 1100
Cultivada
Capital y .
Alrededores C%‘;:feﬂfo'sc’s A2 31929'01" 64°00'23° 371 254 118 650
Cultivada
Capital y
Alrededores Capital A3 31°26'24” 64°11°06” 438 28,4 16,3 800
Cultivada

A través de un analisis de componentes principales incluyendo como variables
la latitud (Lat), longitud (Long), altitud (Alt), temperaturas medias de enero (Tm E),
temperatura media de julio (Tm J) y precipitacion media anual (ppma), se encontr6 que
existe variabilidad entre los ambientes donde crecian las poblaciones recolectadas (Fig.
2.4). ElI 78% de la variabilidad total pudo ser explicada por los 2 primeros ejes o
componentes principales que forman el plano de la Fig. 2.4. La variabilidad ambiental
entre las areas de ubicacion de las poblaciones es explicada principalmente por la

Altitud y la Longitud, variables que correlacionaron negativamente con la Latitud ya
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que localidades con mayor Latitud, presentan menor Altitud y se posicionan a menor

longitud que las restantes.

La segunda componente principal marca variabilidad dentro de cada uno de los
grupos de localidades establecidos, debido principalmente a la altitud y a las
temperaturas medias. Segun se observa en la Tabla 2.1, entre las localidades situadas a
la derecha del eje 1, A2 se diferencia de Al por tener menor Latitud y menos
temperaturas medias de enero, mientras que entre areas situadas a la izquierda del eje 1,

las poblaciones S1, S2 y S3 se separan de las poblaciones L1, L2 y L3 por tener menor

Longitud.
4,00-
Long Lat
2,00 Alt
TemJul A1
]
—_ o TemEnr
2
N L3
& 0,00 * A3
ol
é o Ppanual
A2
BT
S1
2,00
-4,00-
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP1(499%)

Figura 2.4. Variabilidad de 9 poblaciones de Minthostachys verticillata “peperina” en
estudio segun los dos primeros ejes de un Analisis de Componentes Principales basados

en caracteres geograficos y climaticos. (Alt: altitud, Long: longitud, Lat: latitud, Tm J:
temperatura media de Julio, Tm E: temperatura media de Enero, pp m a: precipitacion media anual)

La distribucion de plantas fue de grupos o demos, variando el nimero de plantas

en cada uno de ellos, pero en general no superando un namero de 10 plantas por demo.
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Una caracteristica observada en los sitios donde se encuentran las peperinas silvestres es
que en general estdn bajo algin arbol o arbusto y a la sombra. El espacio de esa

proteccion es pequefio por ello no pueden crecer muchas plantas en el mismo lugar.

En Tala Cafiada y San Jerénimo la mayoria de las plantas se encontraban en
forma aislada, posiblemente debido a que en esos lugares la presion de extraccion por
parte de los recolectores es muy grande. Ambas areas son reconocidas como zonas de

explotacion del recurso (Bustos et al.; 2005).

En todos los lugares donde se recolectd peperina ésta crece en la ladera sur, lo
que se condice con la hipotesis propuesta por Ojeda (2004) de que la planta busca
proteccion para no estar expuesta a la radiacion directa del sol. Por lo general, se la
encontré en suelos pedregosos, sueltos y con una capa de hojarasca natural,

caracteristica que favorece su sistema radical superficial.

b) Recoleccion y conservacion ex situ de germoplasma de las distintas poblaciones

de peperina en estudio

Los sistemas de conservacion ex situ surgen como una medida complementaria a
las estrategias de conservacion in situ, para la preservacion de especies vulnerables,
sujeta a procesos de erosién genética. La conservacion ex situ se refiere al
mantenimiento de los individuos fuera de su habitat natural, una de las formas es a
través de bancos de germoplasma. En este caso las semillas se pueden conservar durante
diferentes periodos, largo, mediano y corto plazo (Benitez, 2001). Se aconseja que las
semillas almacenadas a largo plazo sean conservadas en recipientes cerrados al vacio,
con un contenido de humedad interna de aproximadamente el 6% y a una temperatura
de 18°C bajo cero. Segun Roberts y Ellis (1977), estas condiciones permiten mantener
una buena viabilidad de las semillas durante muchos afios. Para su conservacion en
condiciones de mediano plazo las muestras acondicionadas de la misma forma, se
mantienen a temperaturas de alrededor de 4°C, debiendo ser renovadas, mediante el

cultivo, al cabo de 4 a 10 afios de almacenamiento, segun la especie.

En este caso, las semillas obtenidas en los distintos lugares de recoleccion se

identificaron, se limpiaron, deshidrataron y acondicionaron en sobres rotulados dentro
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de bolsas de polipropileno, y son conservadas a largo plazo en una heladera con freezer
en instalaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias-UNC.

c¢) Caracterizacion de poblaciones de peperina para estudio

Caracterizacion morfoldgica:

Las variables evaluadas en esta etapa para cada una de las poblaciones fueron:
Ancho de Hoja (A), Largo de Hoja (L), Relacion L/A de hoja, Area foliar, Altura de la

rama mas larga (Alt), Numero de ramas y Rendimiento de Aceites Esenciales (Rto. AE).

De cada una de las poblaciones muestreadas se analizaron 30 individuos. En la
Tabla 2.2 se presentan los caracteres evaluados mediante los valores medios,
encontrandose diferencias estadisticas significativas (P < 0,05) entre las poblaciones.

Tabla 2.2: Diferenciacion de 9 poblaciones de peperina (Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling), mediante los valores medios de los caracteres morfologicos y
rendimiento de aceites esenciales evaluados.

Altura rama Medidas de Hoja ) Rto. AE
mas larga Namero de Largode  Ancho de Indice Area (rﬁl/

(cm) ramas hoja (cm)  hoja (cm) foliar foliar 100grMs)

Pab. L/A (cm?)
Al 104,3 e 39,17 d 398 d 2,69 ¢ 150 a 6,90 c 091 b
A2 58,50 bcd 32,53 cd 345 ¢ 213 b 1,65 ab 464 b 0,87 b
A3 59,563 cd 26,67 bc 352 ¢ 219 b 1,65 ab 498 b 071 a
S1 52,57 bc 17,27 ab 1,79 ab 0,96 a 1,95 ab 0,98 a 185 e
S2 67,43 d 15,03 a 1,77 ab 0,92 a 1,84 ab 0,92 a 1,19 ¢
S3 4380 b 16,53 a 1,78 ab 0,89 a 1,68 ab 084 a 1,32 d
L1 2510 a 18,30 ab 1,96 ab 1,05 a 259 b 1,29 a 534 h
L2 2260 a 19,00 ab 1,99 ab 1,06 a 2,24 ab 1,12 a 481 ¢
L3 23,83 a 20,37 ab 166 a 0,94 a 1,67 ab 0,84 a 3,75 f

Letras diferentes indican diferencias significativas (a= 0,05; prueba LSD Fisher).

La media de las poblaciones para el caracter altura de rama mas larga, se
encuentra dentro de los valores ya mencionados por Ojeda (2004), Epling (1939);
Dimitri (1972); Soraru y Bandoni (1978); Gupta (1995). Es de destacar que, en el total
de plantas evaluadas, se encontraron algunas con valores cercanos a 30 cm y otras con
ramas que alcanzaron mas de 100 cm de largo. Las plantas con ramas mas largas fueron

observadas entre las poblaciones derivadas del cultivar Champaqui-FCA (poblaciones
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Al, A2, A3), seguidas por las poblaciones S2, S1 y S3. Se encontraron diferencias
estadisticas significativas (P < 0,05) entre las poblaciones (Tabla 2.2).

En cuanto al numero de ramificaciones, se encontraron porcentajes de
ramificaciones muy variables. Se midieron, en algunas poblaciones, plantas con muy
pocas ramificaciones y por el contrario, otras con mas de 20 ramas. La poblacion Al
que a su vez fue la que se caracterizd por poseer plantas de mayor altura, mostro el
mayor numero de ramificaciones. Las poblaciones S2 y S3 se diferenciaron por ser las
de menor numero de ramas, sin embargo presentaron valores altos para altura de la rama

mas larga.

En cuanto a los pardmetros foliares, las diferencias fueron altamente
significativas entre las poblaciones derivadas del cultivar Champaqui-FCA vy las

poblaciones silvestres.

El caracter largo de hoja (LH) para las poblaciones Al, A2 y A3 superd los
limites citados para la especie en la bibliografia; sin embargo, estos valores estuvieron
de acuerdo a los valores que describen al cultivar (valor medio del LH: 3,3 cm, cultivar
Champaqui-FCA).

Para el caracter ancho de hoja (AH) se observaron en las poblaciones en cultivo
valores medios superiores (entre 2,19 y 2,69 c¢cm) a los descriptos para el cultivar
Champaqui-FCA, cuyo valor medio es de 1,84 cm mientras que el resto de las

poblaciones no mostraron diferencias entre ellas en este parametro.

El indice entre largo/ancho de hoja (L/A), se consideré como un indicador de la
forma, valores mayores sugieren hojas lanceoladas, presentdndose estos valores mas
altos en las poblaciones L1, L2 y L3 ubicadas en las Sierras grandes de la provincia de
Cordoba. Este caracter presentd diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)
entre poblaciones, diferenciandose la poblacion L1 del resto de las poblaciones por

presentar hojas sustancialmente mas largas que anchas.

El caracter area foliar (AF) mostrd también diferencias significativas,

separandose notablemente, por sus valores mas altos, las poblaciones en cultivo, en
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contraste a las poblaciones silvestres, que no mostraron diferencias significativas entre
ellas (Tabla 2.2).

Rendimiento de aceites esenciales (AE):

Se calcula el rendimiento como: volumen de aceite esencial / 100 gr. de materia
seca (ml AE/100 gr. MS).

El rendimiento de aceites esenciales present6 diferencias significativas entre las
poblaciones (Tabla 2.2). Los mayores valores se observaron en la poblacion L1 de la
localidad de San Jerdnimo, la cual se diferencia notablemente de las restantes siendo la
de mayor produccion de aceite esencial cada 100 gr. de materia seca con 5,34
ml/100gr.PS (Fig.2.5).

5,58+

4,30+

3,02+

Rto.AE

1,751

0,47 HDDHH ——

A1 A2 A3 S1 S2 S3 L1 L2 L3
Pobl
Figura 2.5: Comparacion del rendimiento en ml de aceites esenciales entre las
poblaciones iniciales.

Caracterizacion del aceite esencial (AE):

Los componentes caracteristicos del aceite esencial de la peperina, son

principalmente mentona y pulegona, y posee ademas pequefias cantidades de otros
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compuestos como ser isomentona y limoneno (Retamar y Mazzola, 1963; Pomar, 1993;
Retamar, 1988; Retamar et al., 1996; Zygadlo et al., 1996).

Coincidiendo con la bibliografia que describe este aspecto, las muestras
destiladas presentaron los compuestos mayoritarios, mentona y pulegona en distintas
proporciones segun las poblaciones. Aqui se presenta el dato de porcentaje dentro del
total de AE que representan estos dos compuestos mayoritarios juntos, mostrando
diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones, como puede observarse
en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Porcentajes de mentona y pulegona en aceites esenciales extraidos de 9
poblaciones de peperina (Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling) bajo
estudio.

Poblacion Mentona % Pulegona%o M+P %
Al 20,4d 41,1 f 614e
A2 172b 32,1d 49,2 d
A3 27,46 ¢ 43,079 70,53 g
S1 27,5¢ 63,7 a 91,2b
S2 29,5b 444 c 739c
S3 32,1a 356b 67,7 a
L1 19,43 e 4,74 i 24,17 i
L2 17,26 f 8,76 h 26,02 h
L3 1299 755¢e 20,45 f

M+P: Mentona mas pulegona en %. Letras diferentes indican diferencias significativas (o= 0,05).
Test DGC.

En estudios donde se analizaron muestras recolectadas in situ de distintas
poblaciones de peperina, se encontraron grandes variaciones en cuanto a la composicion
de aceites esenciales, principalmente en la relaciéon mentona-pulegona; y posteriormente
se observO que esa misma variabilidad se mantiene cuando esas muestras fueron

cultivadas en un mismo ambiente ex situ (Ojeda, 2004).

La mentona es un compuesto que se forma por procesos oxidativos de la
pulegona, por lo que a medida que transcurre el ciclo vegetativo de la planta se

producen estos cambios, pasando de pulegona producida a mentona. En relacion a esto,
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en distintos ensayos realizados, pudo observarse que algo semejante ocurre con los
cortes que provocan estrés en la planta y por consecuencia aumenta la proporcién de
mentona (Banchio et al.; 2002). También hay estudios que evaltan la composicion de
aceites esenciales frente al estrés producido por el ataque de insectos del tipo “minador
de hojas”; mostrando estos perfiles un aumento en la concentracién de pulegona

(componente toxico) después del dafio del minador (Zygadlo et al., 2005).

Es importante la relacion entre los dos compuestos principales del aceite esencial
de la peperina, ya que una alta proporcion de uno de ellos en desmedro del otro dara o
no el aroma tipico por el que se la conoce principalmente en Cérdoba; siendo de menor
0 mayor preferencia para el consumidor tradicional; como se evaluard en el capitulo 4

de este trabajo.

Los aceites esenciales evaluados estuvieron constituidos en su mayor proporcién
por mentona y pulegona, encontrandose esta Ultima en mayor proporcion, con
excepcion de las poblaciones ubicadas en las Sierras Grandes de la provincia de
Cordoba (L1, L2 y L3), donde este compuesto se encontrd6 en menor proporcion en
relacibn a mentona (Tablas 2.3). La variacion observada entre poblaciones, en el
porcentaje de mentona, de pulegona y de mentona méas pulegona, fue significativamente
distinto de cero (P<0,05).

El analisis de componentes principales (Fig. 2.6), incluyendo como variables a la
altura de planta, nimero de ramificaciones, parametros foliares (largo, ancho, indice
L/A y éarea foliar) y las proporciones de los principales aceites esenciales (mentona,
pulegona y mentona mas pulegona), sugirio que existe variabilidad morfolégica y
bioquimica entre las poblaciones analizadas. El 85,6% de esta variabilidad es explicada
por los 2 primeros ejes 0 componentes principales. La primera componente principal
explica el 53,1% de la variabilidad de las poblaciones cultivadas respecto a las restantes;
contribuyendo a esta variacion, fundamentalmente los caracteres morfologicos. En la
segunda componente principal (32,5%) las variables que mas aportaron en la
explicacion de la variacion fueron las relacionadas a las proporciones de los
componentes mayoritarios de sus aceites esenciales, distinguiendo a las poblaciones

silvestres L1, L2 y L3 de las restantes.
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Figura 2.6: Variabilidad de 9 poblaciones de peperina (Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling) en relacion a caracteres morfologicos y bioquimicos de plantas segin
las 2 primeras componentes de un Analisis de Componentes Principales.

Se realiz6 un anélisis de conglomerados (Fig. 2.7), utilizando el algoritmo
encadenamiento promedio con distancias euclideas entre datos previamente
estandarizados y considerando como variables para determinar la semejanza entre
poblaciones a aquellas de mayor relevancia para explicar variabilidad segun indican los
Analisis de Componentes Principales: altitud, longitud, temperaturas medias, contenido
de mentona y pulegona en las plantas, largo de las hojas, nimero de ramas y
rendimiento de aceite esencial. A través de este andlisis se pudo diferenciar dos grupos
de poblaciones, las poblaciones derivadas de cultivos y las poblaciones silvestres. En el
grupo de las poblaciones silvestres a su vez se detectan diferencias entre las tres
poblaciones de las Sierras grandes y las tres poblaciones de Sierras Chicas ya que las
distancias entre ellas fueron grandes. En las poblaciones derivadas de cultivos también
se diferencian A2 y A3 (Capilla de los Remedios y Ciudad de Cédrdoba,
respectivamente) de la poblacion Al de Alta Gracia, asumiendo que existe una

respuesta de las poblaciones al medio en el que crecen. Por este motivo podemos
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considerar que las diferencias poblacionales encontradas pueden estar identificando

distintos ecotipos.

S3

§$2 ——

$1 —

L3
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L1

A3

A2

A1l

0,00 1,41 2,82 422 5,63

Figura 2.7: Dendrograma del agrupamiento de 9 poblaciones de peperina
(Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling), generado a partir de caracteres
descriptores del ambiente y de las plantas. Correlacion cofenética 0,921.

I1- Multiplicacion y obtencién de plantines

Luego de la seleccion y caracterizacion de las poblaciones de peperina para ser
estudiadas y utilizadas en el proyecto, el objetivo siguiente fue la generacion de una
poblacion base de genética amplia, obtenida a partir de las poblaciones silvestres (S1,
S2, S3, L1, L2, L3) y las poblaciones derivadas del cultivar de peperina llamado
Champaqui-FCA, (A1, A2, A3).

La evaluacion se realizo a través de los caracteres: Porcentaje de germinacion,
Porcentaje de mortandad, Porcentaje de mortandad en maceta y Crecimiento a los 30
dias (cm). Los caracteres morfoldgicos foliares evaluados fueron largo, ancho, relacion

largo-ancho y superficie de la hoja.
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El analisis estadistico de cada uno de estos caracteres determino la existencia de
diferencias significativas (o= 0,05), excepto para el indice foliar, relacion largo/ancho
de hoja, lo cual pone en evidencia la existencia de variabilidad entre las poblaciones
(Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Valores medios para cada una de las variables medidas en los individuos
evaluados, de acuerdo a su origen.

Poblacién % 7 diast %615 diast 70 20 Altura Largode Ancho L/Ade Area

diast plantin? hoja? hoja? hoja?2  foliar?
Al 12,82 ab 24,17 a 59,71a 18,69 f 4,79d 3,01d 160a 8,16d
A2 10,99 ab 31,50 ab 6593a 13,33 de 4,39d 2,63cd 168a 6,38cd
A3 11,35ab 37,73 abc 63,01 a 14,68 e 412cd 2,42bc 1,75a 5,52hbc
S1 5,86 a 33,70 ab 64,10 a 599a 2,76 a 1,68 a l166a 248a
S2 10,26 ab 41,39 ab 65,93 a 6,59 ab 2,95a 1,83a 164a 3,00a
S3 12,45 ab 32,60 bc 64,47 a 7,37 ab 3,02 ab 1,85a 165a 292a
L1 15,38 ab 51,28 ¢ 70,70ab 11,17 cd 3,65bc 204ab 1,8la 3,80ab
L2 20,88 b 41,02 bc 78,39b 10,89 cd 3,11ab 196ab 1,60a 33la
L3 16,48 ab 44,69 bc 69,97ab 9,31 bc 324ab 196ab 1,69a 3,43a

1- % Germinacién a los 7, 15 y 20 dias de sembrados; 2- Parametros foliares; 3-Altura plantin= Altura del
plantin en cm a los 30 dias. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05). Test DGC.

Germinacién

La siembra en placas speedling (de 7x13 orificios), ubicando una semilla por
celda, permitié determinar perfectamente el porcentaje de germinacion por poblacién y
continuar las observaciones para establecer el porcentaje de mortandad de las plantulas
dentro de sus primeros dias de vida.

Se lograron porcentajes de germinacion elevados ya que alcanzaron hasta el
82%. Para las distintas poblaciones se observaron diferencias entre los primeros dias de
la germinacion y después de transcurridos los 15 dias de la misma (Fig. 2.8); en todos
los casos hay un marcado aumento después del dia 15. Por tal razon se considera que no
es necesario realizar tratamientos para la germinacién ya que sin ellos se lograron
elevados porcentajes. Cabe aclarar que las semillas utilizadas fueron cosecha del mismo

afo.

En la evaluacion del poder germinativo, no se observan diferencias significativas

entre las poblaciones.
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Figura 2.8: Comparacion de los valores medios de porcentajes de germinacion entre
Poblaciones: Poblacion de Alta Gracia (Al), Poblacién de Capilla de los Remedios
(A2), Poblacién de Ciudad de Cordoba (A2), Poblaciones de Salsipuedes (S1, S2 y S3),
Poblaciones de San Jerénimo (L1 y L2) y Poblacién de Tala Cafiada (L3); a7, 15y 21
dias desde la siembra

Mortandad de plantulas

Para mortandad de plantulas, se registraron las plantulas que después de
germinadas morian. Los valores obtenidos, fueron préacticamente nulos. So6lo en la
Poblacion Al proveniente de Alta Gracia se registraron 5 plantulas muertas después de
su emergencia. Es decir, de un total de 177 plantulas obtenidas de dicha poblacion,

murieron el 2,82%.

En las poblaciones restantes no hubo mortandad de plantulas. Todas las

plantulas obtenidas sobrevivieron hasta el transplante a maceta.
Mortandad en maceta

Para mortandad de plantulas en maceta, se registraron las plantulas que morian
después de trasplantadas a maceta. En este caso, sélo en la Poblacion S2 de Salsipuedes
de un total de 183 pl&ntulas obtenidas, murieron el 1,093%. En las poblaciones restantes

no hubo mortandad de plantulas.
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Altura de Plantin

En cuanto a este caracter las plantas de la poblacién de Alta Gracia (Al) se
diferenciaron significativamente del resto presentando una media de 18,69 cm de
crecimiento en altura. La poblacién de Capital (A3) encabeza un segundo rango con un
crecimiento inferior, siendo de 14,68 cm mientras que las poblaciones de Salsipuedes

(S1, S2 y S3) son las de menor crecimiento de altura como se observa en la Fig. 2.9.

20,41+

16,52+

12,62+

Altura Plantin (cm)

8,73

4,84
A1 A2 A3  s1  S2  s3 L1 2 L3

Poblaciones

Figura 2.9: Comparacion de la altura media de plantin de 30 dias entre poblaciones:
Poblacion Alta Gracia (Al), Poblacion Capilla de los Remedios (A2), Poblacion Capital
(A3), Poblaciones de Salsipuedes (S1, S2 y S3), Poblaciones de San Jerénimo (L1 y L2)
y Poblacion de Tala Cafiada (L3).

Parametros Foliares

Los caracteres morfolégicos foliares evaluados fueron largo, ancho, relacion
largo-ancho y superficie de la hoja. El analisis estadistico de cada uno de estos
caracteres determin0 la existencia de diferencias significativas entre poblaciones,

excepto para la relacion largo/ancho de hoja (indice foliar).

Para el largo de hoja (medido desde la base de la lamina hasta su apice) las

Poblaciones Al y A2 presentaron los mayores valores (4,79 y 4,39 cm
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respectivamente), siendo este caracter significativamente diferente entre las poblaciones
evaluadas (Tabla 2.4 y Fig. 2.10).

El ancho de hoja fue superior en la poblacion de Al de Alta Gracia, con un valor
medio de 3,01 cm., mostrando diferencias significativas con respecto a las otras

poblaciones.

3,444

{1 GRENENIN AN

Al A2 A

Poblacion
[] v [l av [] ua ] aF

Figura 2.10: Comparacion de parametros foliares entre muestras de distintas
poblaciones. Largo de hoja (LH), Ancho de hoja (AH), Indice foliar largo/ancho (L/A) y
area foliar (AF).

El indice Largo/ancho de hoja es la relacion que da una idea sobre la forma de la

hoja. Este analisis no mostro diferencias significativas entre las poblaciones.

En areas foliares el analisis estadistico mostro diferencias significativas entre las
poblaciones, destacandose las poblaciones derivadas del cultivar Champaqui-FCA
frente al resto. La poblacién Al de Alta Gracia present6 un valor de 8,16 cm?, seguida
de las poblaciones A2, A3y L1 con 6,38 cm?, 5,52 cm? y 3,80 cm? respectivamente
(Fig. 2.10).
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I11- Evaluacién de las poblaciones a campo

En primavera se llevaron los plantines a campo en una parcela completamente
aleatorizada, con una distancia de plantacion de 0,70 m entre surcos y 0,50 m entre
plantas dentro del surco (Fig. 2.11). Los individuos fueron evaluados para observar su
comportamiento a campo Yy si las diferencias que mostraban en la etapa de plantin se

seguian manteniendo.

Figura 2.11: Ensayo a campo: 1) Trasplante de los plantines a campo. 2) Ensayo al
segundo mes de implantado a campo y 3) Cultivo durante el inicio de la floracién.

Las variables evaluadas en esta etapa fueron: Altura al momento de trasplante
(Alt Plan), Altura de la rama mas larga al momento de cosecha (Alt Cos), Peso fresco al
momento de cosecha (PF), Peso seco, midiendo el peso hasta obtener el peso seco
constante (PS), Estructura de planta, Presencia de sintomas de virosis y Rendimiento de
Aceites Esenciales (Rto. AE). En la Tabla 2.5, se muestran las medidas de resumen para

cada una de estas variables evaluadas.

Tabla 2.5: Medidas de resumen para cada una de las variables evaluadas en
la poblacion base.

Variable Media D.E. CVv Min. Max.
Altura plantin 10,89 4,55 41,75 3,60 23,90
N° Ramas (N°R) 23,77 19,31 81,25 9,00 122,00

Altura Cosecha 72,94 29,57 40,54 13,00 150,00

Peso Fresco (PF) 151,87 204,04 134,35 2,00 902,00

Peso Seco (PS) 67,54 82,14 121,63 2,00 370,00
Rto.AE 1,81 1,24 68,38 0,36 4,92
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De todas las plantas evaluadas, ninguna manifestd presencia de virosis, tanto en
la etapa de plantin como en la etapa a campo. Ademas el porte o estructura de planta fue

en todos los casos del tipo erecta.

Al estudiar la variacion entre caracteres y el origen de cada individuo, se
determinaron las agrupaciones de los mismos en relacion a los caracteres evaluados. Al
realizar un andlisis de cluster (Fig. 2.12) teniendo en cuenta todas las variables, se
observa que los individuos pertenecientes a las poblaciones derivadas del Cultivar
Champaqui- FCA (Al, A2 y A3) son mas parecidos entre si. Por otra parte se
encuentran los individuos pertenecientes a las 6 poblaciones restantes que se

corresponden con las poblaciones derivadas de individuos silvestres.

Frente a un andlisis multivariado de componentes principales, se observa (Fig.
2.13) que los dos primeros ejes explican el 87,6 % de la variacion existente. El
rendimiento de aceites esenciales (Rto. AE) se separa claramente del resto de las
variables, y entre las poblaciones se produce la separacién de Al, A2 y A3 de las
demas, esta Ultima separacion coincide con los grupos realizados en el analisis de

conglomerados.

S3 ——

§2 —

$1

L3

L2

L1

A3

A2

Al

0,60 1,49 2,98 4,46 5,95

Figura 2.12: Analisis de conglomerados con todos los caracteres evaluados entre los
individuos de la poblacidn base. Correlacion cofenética: 0,897.
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En base a estos resultados, se puede observar que los individuos se distinguen en

dos grupos: El grupo de los derivados de las poblaciones Al, A2 y A3 que se asocian

con las variables morfologicas foliares y rendimiento en materia vegetal; y por otra

parte el resto de los individuos que se distinguen por la variable Rto.AE, siendo los que

provienen de la poblacion L1 los que muestran un mayor rendimiento.

En otofio se juntaron las semillas de cada planta manteniendo la identificacion

de planta madre y poblacién de origen.

Teniendo en cuenta estos caracteres evaluados, se eligieron para sembrar y

multiplicar en la etapa siguiente, sélo los individuos que superan los valores medios de

los individuos derivados del cultivar Champaqui-FCA segun el indice propuesto en

parrafos anteriores.

Individuo Selecto = Alt. (>X )+ PF (>X )+ AF (>X)

6,00+ L/A
3,004
Rto AE % ;—1
AltPlan

= L3 f LH
o
= 0,00 L2 R PFO ®A2
o~ N°R
o S3 ' S1 PS A1
(& S2 Alt Cos

-3,004

-6,00-

-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00

CP 1 (77,3%)

Figura 2.13: Andlisis de componentes principales de los caracteres evaluados en la

poblacién base.
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Los valores medios observados en las poblaciones derivadas del cultivar
Champaqui-FCA se presentan en la Tabla 2.6. De acuerdo a estos parametros y el indice
de seleccion propuesto, se seleccionaron 25 individuos tomados como plantas madres

para los ensayos posteriores.

Tabla 2.6: Medidas de resumen para cada una de las variables evaluadas en
tres poblaciones derivadas del cultivar de peperina, Champaqui-FCA.

Variable Media D.E. cv Min. Max.
Alt Plan 15,56 3,71 23,84 9,00 23,90
N°R 38,64 27,37 70,85 13,00 122,00
Alt Cos 101,81 22,69 22,29 65,00 150,00
PF 371,83 226,71 60,97 103,00 902,00
PS 153,69 94,36 61,39 15,00 370,00
AF 5,51 1,22 22,13 4,64 6,90
Rto AE % 0,60 0,15 24,35 0,36 0,85

Alt Plan: Altura de plantin; N° R: nimero de ramas primarias; Alt Cos: Altura de la rama mas larga a
cosecha; PF: Peso fresco a cosecha; PS: peso seco; AF: area foliar y Rto.AE: % de rendimiento de aceites
esenciales.

CONCLUSIONES

Se generd una poblacién de base genética amplia que sirve de poblacion inicial

para el plan de mejoramiento propuesto en este trabajo.

Se herborizé e identificO material de cada lugar de recoleccion, contandose con

ejemplares patrones para futuras determinaciones.

Se inici6 la conservacién de germoplasma a largo y mediano plazo como una

estrategia de preservacion de la especie y fuente de genes para posteriores estudios.

De manera general, los caracteres morfoldgicos y quimicos evaluados,
mostraron que aun se mantienen rangos grandes de variacion en la especie, dentro de las

poblaciones silvestres, a pesar del impacto de la recoleccién.
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Las caracteristicas ambientales de cada sitio de recoleccion y la variacion intra-
e interpoblacional determinada, permiten inferir una posible diferenciacion en ecotipos,

como respuesta adaptativa de la especie.

La poblacion de base genetica amplia generada mostré variabilidad para los
caracteres evaluados y permitio definir los limites en cuanto a los caracteres definidos

como criterio de seleccion.

Finalmente puede destacarse la importancia de los resultados para la toma de
decisiones relacionadas con la conservacion de la especie y las posibilidades de

continuar con distintos planes de mejoramiento segun diferentes intereses.

Se destaca ademas, las ventajas del cultivo de plantas medicinales respecto a la
recoleccion silvestre, teniendo en cuenta la demanda y la presion de extraccion que tiene
la especie, fundamentalmente en la provincia de Cdrdoba, ya que un cultivo orientado,
conociendo el material de partida, dard mejor respuesta a los requerimientos industriales

de calidad y estabilidad en cuanto a su rendimiento y composicién quimica.
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CAPITULO 3

VARIABILIDAD Y PARAMETROS GENETICOS EN
FAMILIAS DE PEPERINA EN PROCESO DE SELECCION

INTRODUCCION

La variabilidad natural es una caracteristica fundamental de las especies, que les
permite sobrevivir y reproducirse mejor en un mayor rango ambiental (Abbot et al.,
2010). La investigacion de la variabilidad existente dentro de una especie y los estudios
sobre la naturaleza de esas variaciones son relevantes a la hora de dar pautas de manejo
para dicha especie (Lopez et al., 2003). Por otra parte, la existencia de variabilidad, que
previamente debe ser cuantificada, es un requisito indispensable para todo programa de
mejoramiento. Esta variabilidad puede ser natural o inducida, pero la natural serd mas

eficiente y econdmica.

La seleccion artificial, se puede definir como el proceso de seleccionar, a partir
de una poblacion base genéticamente variable, los mejores individuos o progenie, para
recombinarlos posteriormente entre si y formar asi la poblacion mejorada (Wricke y
Weber, 1986). ElI nuevo germoplasma obtenido de esta manera se utiliza como
poblacién base para un nuevo ciclo de seleccidn, y asi se sigue utilizando sucesivamente
por cuantos ciclos se desee. El limite para la seleccion, sera evidentemente el

agotamiento de la variabilidad genética.

En el caso de la seleccion fenotipica, los individuos se seleccionan en general,
sobre la base de caracteristicas agronomicas que se pueden identificar visualmente.
Cabe sefialar, que la mayoria de los caracteres con importancia econémica son de
naturaleza cuantitativa, y estan controlados por un gran nimero de genes e
influenciados por el ambiente de manera marcada, de tal forma que los fenotipos siguen
una distribucion normal. Las semillas cosechadas de estos individuos seleccionados,
constituyen la poblacion mejorada, siempre que se asegure la reproduccion y el
cruzamiento al azar entre ellos. De esta manera se realizan selecciones sucesivas de

genotipos con base en caracteristicas deseadas. La expresion de dichas caracteristicas se

67



observa indirectamente a través del fenotipo pero debe ser una manifestacion del
genotipo y no un efecto del ambiente (Jaramillo y Baena, 2000).

El proceso de mejoramiento de las plantas depende de la existencia de
variabilidad genética a partir de la cual se pueda realizar seleccion. EI mejoramiento
genético procura un aumento en la frecuencia de determinados caracteres favorables,
por lo que tiende a conservar la variabilidad para los caracteres que son objetivos de
mejora (Vilela Morales et al., 1997). Por ello, es importante poseer informacion sobre la

variabilidad genética original de un material en proceso de seleccion.

En el caso de la evaluacion de progenies, el proceso involucra la obtencién de
progenie (hermanos completos y medios hermanos), la evaluacion experimental de esa
progenie y la seleccion de los superiores. Segun Chaves (1997) esta forma de seleccion,
se puede considerar como una filosofia 0 una estrategia de mejoramiento, méas que un
método particular. La estrategia es mantener poblaciones variables, con el maximo de
oportunidad de recombinacion alélica; dicha estrategia estd relacionada con la

disminucion de la vulnerabilidad genética de los cultivos.

En el mejoramiento genético, ademas de conocer los aspectos agronémicos de la
especie, es necesario conocer las caracteristicas genéticas de la poblacién en estudio. La
genética de un caracter métrico se basa en el estudio de su variacion y su particion en
componentes atribuibles a diferentes causas. De este modo se describen los atributos
que permiten diferenciar poblaciones de una misma especie y determinar su estructura,

variabilidad y utilidad (Jaramillo y Baena, 2000).

Para poder evaluar si el proceso de seleccion esta siendo eficiente es necesario
tomar como herramienta pardmetros genéticos que van a ser estimados a través de la

variacion fenotipica de los caracteres medidos.

La cantidad de variacion se mide y se expresa como la varianza. La varianza
total o fenotipica es una medida de la variabilidad fenotipica entre los individuos de la
poblacién, y sus componentes son la varianza genotipica, la varianza ambiental y la
varianza de la interaccion genotipo ambiente. En consecuencia, la varianza fenotipica

depende de la suma de las varianzas genética, ambiental y de interaccion.
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La varianza genotipica se origina por las diferencias que existen entre los
genotipos, por lo que cuando mayor sea el nimero de loci segregantes, mayor seré el
numero de genotipos diferentes en la poblacion (Molina, 1992). La varianza ambiental
comprende toda la variacion de origen no genético, y gran parte de ésta se encuentra
fuera del control del investigador; la varianza de la interaccion genotipo-ambiente mide
el comportamiento diferencial de los genotipos segin el ambiente en el que se
desarrollan (Chaves, 2001).

El amplio rango de ambientes climaticos y edaficos en los que se cultiva puede
provocar respuestas diferenciales del comportamiento de los genotipos como resultado
de la interaccion genotipo por ambiente (G x A) (Abbot, 2011). La interaccion indica
que el comportamiento de los genotipos no es consistente a través de distintos
ambientes (Ferreira et al., 2006). Campbell y Jones (2005) definen la interaccion G x A
como la respuesta diferencial de los genotipos para una determinada caracteristica en
diferentes ambientes. Borém y Miranda (2009) sefialan que las poblaciones cultivadas

en ambientes diferentes pueden tener comportamientos diferentes.

El concepto de ambiente ha sido discutido ampliamente por gran nimero de
investigadores. Allard (1960) lo expresa como la suma de todas las condiciones externas
que afectan el crecimiento y desarrollo de un organismo. Segun Lin et al. (1986), el
efecto ambiental sobre un genotipo depende del suelo y de las condiciones atmosféricas.
Para estos investigadores el suelo permanece casi constante de afio en afio y puede ser, a
pesar de todo, considerado como un efecto fijo. EIl tiempo atmosférico es mas complejo,
porque tiene una parte predecible representada por la zona climatica general y una parte

no predecible representada por la variacion del clima, afio en afo.

En el mejoramiento de plantas, el estudio de la interaccion G x A es esencial
para la eficiencia del proceso selectivo, debido a que la mayoria de los caracteres de
importancia agrondmica son de herencia cuantitativa. Estos caracteres presentan
distribucion continta, poseen herencia poligénica y son muy influenciados por las
variaciones del ambiente (Chaves, 2001). Cuando la interaccidn genotipo x ambiente es
significativa a través de distintos ambientes, se ve reducida la utilidad de los promedios
de los genotipos sobre todos los ambientes para la identificacion de genotipos

superiores.
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En general, se ha aceptado que a mayor variabilidad genética de una especie,
mayor su estabilidad sobre el ambiente. Allard y Bradshaw (1964) indican que una
poblacién puede estar compuesta por un ndmero de individuos diferentes, cada uno
adaptado a un rango diferente de ambientes (homeostasis poblacional), o puede estar
conformado por individuos semejantes, pero cada uno adaptado a un rango de
ambientes (homeostasis individual). Por otra parte, cuando un cultivar es una mezcla de
genotipos, los diferentes genotipos pueden adaptarse a diferentes condiciones
ambientales con el resultado de que el cultivar tenga mayor adaptacién. Este mecanismo
de estabilidad se debe a la homeostasis poblacional y se atribuye a la heterogeneidad del

cultivar.

Cuando la varianza ambiental es alta en relacion a la variabilidad total, tiende a
reducir la variabilidad genética, lo que implica mayor dificultad en la obtencion de
ganancia genética, es decir, cuanto mayor sea su proporcion en relacién a la variabilidad

total, més dificil es una seleccion eficaz (Hartwig et al., 2007).

Los componentes de la varianza fenotipica se pueden estimar con las esperanzas
de los cuadrados medios generadas por los analisis de varianza, conforme la

metodologia propuesta por Vencovsky y Barriga (1992).

Una forma de evaluar la continuidad de caracteres fenotipicos de los padres en la

descendencia es a través de la heredabilidad.

La heredabilidad en sentido amplio (H2) es un pardmetro genético que se define
como el porcentaje de la variacion observada que es atribuible a los genes. Es una forma
de medir si las diferencias que se observan entre individuos se deben al genotipo o al
ambiente y en qué proporcion a uno y a otro; puede tomar valores entre 0 y 1 (Cubero,
1999).

H2 = VG/VF;
VF=VG + VA + VG x VA

Siendo: H2= Heredabilidad en sentido amplio; VG= Varianza genotipica; VA= varianza
ambiental; VG x VA= varianza de la interaccion genotipo-ambiente.
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Para los caracteres métricos, la Heredabilidad es una de sus propiedades mas
importantes, y expresa la proporcion de la varianza total que es atribuible a los efectos
medios de los genes, 0 sea, expresa la confiabilidad del valor fenotipico como indicador
del valor genotipico. En sentido amplio, la heredabilidad (H2) es el cociente de la
varianza genotipica y la fenotipica y puede variar en distintos caracteres del mismo
organismo, para el mismo caracter en organismos distintos e incluso para el mismo
caracter en poblaciones distintas del mismo organismo. La precision de la Heredabilidad
depende de una adecuada estimacion de los componentes de varianza asociados. La
utilidad de su estimacion radica en el sentido predictivo de la respuesta a la seleccién
(Nyquist, 1991).

El analisis de los pardmetros genéticos es de gran importancia, pues la
informacidn proveniente de los componentes de la varianza genética y la heredabilidad
son esenciales para hacer inferencias acerca de los beneficios que pueden obtenerse con
la seleccién (Sobierajski et al., 2006)

En peperina, los caracteres mas interesantes de seleccionar son aquellos
relacionados con la produccion de materia vegetal y de aceites esenciales como asi
también los compuestos que forman ese aceite esencial, ya que es la caracteristica que
provocara su aceptacion o rechazo por parte del consumidor. Asi, la seleccion se orienta
por un lado a caracteres como peso fresco, peso seco, altura de planta, nimero de ramas
u area foliar, ya que mayores valores implican mayor rendimiento tanto en material
vegetal como en aceites esenciales; y por otro lado, hacia la presencia mayoritaria de
alguno de sus compuestos principales para una mejor aceptacion del usuario
consumidor. Como siguiente requisito es necesario que esos caracteres seleccionados se
mantengan en la descendencia, para poder generar una poblacion con mayores

rendimientos.

En este contexto y considerando que ante una misma presion ambiental la
expresion fenotipica esta determinada por el genotipo y su interaccion con el ambiente,
al comparar en un mismo ambiente individuos de distintas familias se expresaran
caracteristicas morfologicas y de aceites esenciales diferenciales que pueden ser

heredadas por la descendencia.

71



Para poner a prueba esta hipétesis se plante6 como objetivo especifico
caracterizar fenotipicamente las familias evaluadas y determinar sus parametros
genéticos. El proposito de esta etapa del proyecto fue, evaluar la diversidad en
caracteres cuantitativos morfoldgicos y reproductivos de 19 familias de peperina en
proceso de seleccion y determinar a nivel fenotipico, genotipico y ambiental, los
componentes de la varianza y la heredabilidad en sentido amplio. Mediante la
estimacion de estos parametros genéticos se espera contribuir a disefiar estrategias de

mejoramiento genético en peperina y dar continuidad al programa propuesto.
Objetivos Especificos

e Evaluar las modificaciones en caracteres de rendimiento en materia vegetal y
aceites esenciales, producidas por la recombinacion entre el germoplasma de las

poblaciones silvestres y el cultivar Champaqui-FCA.

e Determinar a nivel fenotipico, genotipico y ambiental, los componentes de la
varianza y la heredabilidad en sentido amplio en familias de peperina en proceso

de seleccion.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de parametros geneéticos

Una forma de estimar las heredabilidad en sentido amplio de una serie de
caracteres es a través del estudio de las variaciones entre propagulos o replicas de un
clon, lo que permite estimar la porcion de varianza ambiental y de la varianza genética
dentro de la varianza fenotipica total. El andlisis de progenies clonales de plantas
selectas es uno de los estudios genéticos frecuentemente usados en plantas aromaticas
nativas. Para implementar esta metodologia se seleccionan las plantas madres
proveedoras de propagulos; a partir de estos, las plantas que se obtienen se implantan en
un mismo ambiente para ajustar su cultivo y evaluar el rendimiento y composicion

quimica de los principios activos que proporcionan a la cosecha (Mufioz, 2000).
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Conforme a esta metodologia y de acuerdo a los objetivos especificos
planteados, se evaluaron los caracteres considerados en este estudio, tanto a nivel de
plantines mantenidos en invernadero como en plantas adultas cultivadas bajo
condiciones de campo. Las semillas recolectadas sobre las plantas seleccionadas en la
etapa anterior se sembraron en invernadero manteniendo su identificacion como
familias de medios hermanos. Ademas, se prepararon plantines clonales de las plantas
seleccionadas (tomadas como plantas madres de cada familia). A los plantines se les
realizd un seguimiento en invernadero evaluando: prendimiento en el caso de plantines
clonales; porcentaje de emergencia de plantulas, en el caso de multiplicacion por
semillas, dindmica de crecimiento de las plantulas y mortandad de plantulas.

En la primavera siguiente se llevaron los plantines a campo y se analizaron las
planta madres y sus descendencias, para poder evaluar la variacion de los caracteres

estudiados, dentro y entre familias.

El disefio fue en bloques al azar con tres repeticiones de parcelas constituidas
por las familias. En cada repeticion de familia se incluy6 una fila de clones de la planta
madre que fue evaluada conjuntamente con sus hijas y que permitié realizar

estimaciones de parametros genéticos.

Los caracteres evaluados fueron los relacionados a resistencia al virus CMV,
rendimiento en material vegetal, rendimiento y composicién en aceites esenciales. Se
tomaron: Altura de planta (cm.), Area foliar (cm?2.), Peso fresco (gr.), Peso seco (gr.),
Numero de ramas, Rendimiento de aceite esencial (gr./100 gr.), Presencia de sintomas

de virus.

Con los resultados del ensayo se pudo estimar el error experimental a través de
las repeticiones, la particion de la varianza fenotipica en una componente de varianza
entre clones y dentro de clones, permitidé estimar varianzas genéticas y ambientales
asociadas a cada caracter cuantitativo. Usando estas componentes se determinaron los
valores de heredabilidad en sentido amplio. Luego, a partir de estos analisis se realizo la
seleccion de individuos que reunian las caracteristicas de sanidad, rendimiento y calidad

segun se esta buscando.
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Obtencion de plantines por propagacion agamica

El material utilizado se constituyé de clones obtenidos a partir de plantas
seleccionadas sobre el ensayo de evaluacion de la poblacion base, llevado a cabo en el
Campo Escuela de la Facultad de Ciencias Agropecuarias-UNC. Las plantas de este
ensayo, fueron manejadas a campo durante un ciclo de cultivo para su evaluacion con
fines de seleccion. Entre las mismas, se seleccionaron de acuerdo al Indice descripto en
el capitulo anterior, aquellos individuos que cumplian con dicho pardmetro en cada uno
de los caracteres evaluados. Del total de plantas seleccionadas (n=25) sé6lo se pudieron

obtener el nimero deseado de individuos en 19 de ellas.

La multiplicacion clonal se realizd en cajones de madera, durante el otofio,
dentro del invernadero de la FCA-UNC. En cada cajon se pusieron 20 estacas obtenidas
de cada planta madre. Para la induccién del enraizamiento, las estacas se colocaron en
solucidn de acido indol butilico (IBA) 300 ppm preparado en 100 ml de una mezcla de
alcohol y agua (30/70). Un tercio de la longitud de la estaca se sumergié durante 5
minutos en la solucién de hormona y luego se dejaron secar durante 15 minutos.
Posteriormente se colocaron en los cajones donde el sustrato utilizado estuvo
constituido por tierra negra y vermiculita en una relacion 3:1 Luego se mantuvieron los
cajones en invernadero a temperatura ambiente y con riego por neblina automatizado.
Posteriormente a los 60 dias se determiné el porcentaje de estacas que presentaron

brotes con respecto al total de estacas plantadas.
Evaluacion de plantines en invernadero

De las mismas plantas seleccionadas en la poblacion base de las que se
obtuvieron los plantines clonales descriptos anteriormente, se recolectaron semillas
maduras para su germinacién. Se conoce gue el sistema reproductivo predominante es la
alogamia, por lo que se considerara que las semillas cosechadas de una planta
determinada, son de madre comun y de padre incierto, dando progenies constituidas de

hermanos completos o de medios hermanos en proporciones no conocidas.
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El objetivo de esta etapa fue establecer la respuesta de las diferentes familias
estudiadas en la produccion de plantines; asi, se pretendia obtener los individuos para

luego ejecutar la evaluacion de los mismos a campo.

El ensayo se realizd en un invernadero ubicado en la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cordoba.

El sustrato utilizado estuvo constituido por tierra negra y vermiculita en una
relacién 3:1. Se sembraron 200 semillas por familia en cajones a modo de almécigo. Las
labores culturales realizadas posteriormente a la siembra fueron riego por neblina y
desmalezado manual. A los plantines se les realiz6 un seguimiento en el invernadero
evaluando: porcentaje de emergencia de plantulas, dindmica de crecimiento de las

plantulas y mortandad de plantulas.

Plantulas: Cuando las plantulas alcanzaron aproximadamente 5 cm de altura se

trasplantaron a macetas de 8,5 cm. de diametro las que se mantuvieron bajo cubierta.

Plantin: En plantulas de 30 dias se realiz6 una medicion de altura determinando
el crecimiento por planta en cada una de las familias. Conjuntamente se recolecté una
muestra de hojas del tercio medio del eje del plantin en 30 individuos tomados al azar
dentro de cada familia, para poder determinar el area foliar, y el largo y ancho de las
hojas.

Las labores culturales realizadas hasta el momento del transplante fueron riego y

desmalezado.

En sintesis, las evaluaciones para conocer la variabilidad y el comportamiento de
las familias comenzaron desde la produccion de plantines a través de los siguientes

caracteres:

e Porcentaje de germinacion

e Porcentaje de mortandad: plantulas que después de germinadas morian.

e Porcentaje de mortandad en maceta: plantulas que después de trasplantadas
a maceta morian.

e Crecimiento en los primeros 30 dias (altura en cm.)
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e Se tomaron muestras de hojas, seleccionadas al azar del tercio central de la
rama mas larga (hojas totalmente desarrolladas) y se registro:

- Largo de hoja: Medido desde la base de la lamina hasta su &pice.

- Ancho de hoja: Medido perpendicularmente a lo largo de la misma y
considerando su magnitud maxima.

- Indice de forma de hoja: Relacion que da una idea sobre la forma de la hoja
y obtenida por el cociente entre el largo y el ancho de la hoja (largo/ancho).

- Area foliar (cm2).

Analisis estadistico: Los resultados obtenidos para cada una de las variables
medidas fueron sometidos al andlisis de la varianza y las diferencias entre medias se
determinaron mediante el test DGC de comparacion de medias, utilizando el software
Infostat (Infostat, 2013).

Evaluacion y Caracterizacion de las familias a campo

En la primavera siguiente se llevaron los plantines a campo (Fig. 3.1). Para
poder evaluar la variacién de los caracteres estudiados, dentro y entre familias de una
misma poblacion seleccionada, se analiz6 la descendencia de las plantas madres y las

planta madres en forma conjunta.

Figura 3.1: Imégenes de los plantines clonales y de semillas, obtenidos de 19
individuos seleccionados en la poblacion base.

El ensayo se realiz6 en las instalaciones del Campo-Escuela de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cordoba, ubicado en Capilla de
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los Remedios, Provincia de Cérdoba (31° 29" 11 S- 64° 00" 22" O; Km 15 del camino

a Capilla de los Remedios).

Los caracteres evaluados estan relacionados con resistencia a virus Cucumber
mosaic virus (CMV), rendimiento de materia vegetal, rendimiento y calidad de aceites
esenciales. Se registro: Sintomas de CMV, altura de planta (cm.), nimero de ramas, area
foliar (cm?) antes de floracion y peso fresco (gr.). Posterior a la cosecha se registro: peso
seco (gr.), rendimiento de aceite esencial (ml/100 gr. MS) y composicién de los aceites
por Cromatografia (GC-MS).

En este sentido, durante el transcurso del ensayo, se evaluaron las plantas a
campo (Fig. 3.2) teniendo en cuenta estos caracteres de interés, propuestos en este

proyecto.

Figura 3. 2: Ensayo a campo: 1) Transplante de los plantines a campo; 2)
Crecimiento de los plantines en los primeros dias de cultivo; 3) Ensayo al primer mes
de implantado a campo; 4) Ensayo al tercer mes de implantado a campo;5) Cultivo al
cuarto mes de implantado y 6) Cultivo durante el inicio de la floracion.

En otofio se juntaron semillas en cada familia de medios hermanos manteniendo
la identificacion de la planta madre y luego se procedi6 a cosechar el ensayo (Fig. 3.3).
El material cosechado se lo conservo en bolsas de papel madera en una habitacion
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acondicionada para que el mismo se seque en buenas condiciones para luego poder
realizar los analisis propuestos (destilacion y cromatografias).

Aceites esenciales: Para establecer el rendimiento en cantidad de los aceites
esenciales, se recolectaron muestras de plantas que se secaron luego bajo cubierta y con
circulacién de aire. Las muestras se constituyeron con flores, hojas y tallos secos. La
obtencion del aceite esencial se realiza mediante destilacion por el método de arrastre
con vapor de agua en equipo Clevenger modificado, con camara de extraccién separada.
Se calcula el rendimiento como: volumen de aceite esencial / 100 gr de materia seca
(MS). El proceso de destilado se realizd en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias.

Figura 3.3: Cultivo en los momentos: 1) Antes, 2) Durante y 3) Después de la cosecha.

Analisis estadistico: Los resultados obtenidos para cada una de las variables
medidas fueron sometidos a los analisis estadisticos correspondientes utilizando los
software Infostat (Infostat, 2013).

RESULTADOS y DISCUSION

Obtencidn de plantines clonales

El nimero de plantines obtenidos por multiplicacion vegetativa, que lograron
desarrollarse favorablemente, fue expresado como un porcentaje con respecto al total de
estacas colocadas a enraizar, denominado “porcentaje de prendimiento”. En la Fig. 3.4
se muestran los porcentajes de prendimiento, tomados a los 60 dias de implantadas las
estacas.
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Se observd variacion entre las PM selectas y se diferencio aquéllas menos
adaptadas a este tipo de multiplicacion, cuyos plantines se perdieron arriba del 50 %,
(PM 5, 12, 13, 15, 16 y 17); mientras que otras mantuvieron una alta proporcién en
cuanto al nimero inicial de estacas, destacandose las PM 6, 9, 14, 18y 19. LasPM 6y 9

mostraron un 100% de prendimiento de estacas a los 60 dias de implantadas.
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Planta Madre (PM)

Figura 3.4: Porcentaje de prendimiento de estacas clonales derivadas de 19 plantas
madres (PM) selectas.

Evaluacion de plantines en Invernadero
Germinacion

En todas las familias se observé un marcado aumento en el porcentaje de
germinacion después de transcurridos los primeros 10 dias desde la siembra (Fig.3.5),

alcanzando los méximos valores a los 21 dias de la siembra.

A los 21 dias desde la siembra, los porcentajes de germinacion alcanzados
oscilan entre el 51% y el 100% entre las distintas familias (Fig. 3.5). En todos los casos
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el porcentaje de germinacion es elevado, por lo que se considera que no es necesario
realizar tratamientos para la germinacién ya que sin ellos se lograron altos porcentajes.

Cabe aclarar que las semillas utilizadas fueron cosecha del mismo afio.

100,80 4
78,43

56,06

% Germinacién

33,69

11,32 A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Familia

[ ] %Germin10dias [[l] %Germini5dias [] % Germin21 dias

Figura 3.5: Comparacion de porcentajes de germinacion entre 19 familias estudiadas, a
los 10, 15y 21 dias de sembradas.

Mortandad de plantulas

Para mortandad de plantulas, se registraron las plantulas que después de
germinadas morian. Los valores obtenidos, fueron practicamente nulos, s6lo en la
familia nimero 6 se registraron plantulas muertas después de su emergencia en muy
bajo porcentaje (1,5 %). En las familias restantes no hubo mortandad de plantulas.

Todas las plantulas obtenidas sobrevivieron hasta el transplante a maceta.
Supervivencia en maceta

Para supervivencia de plantulas en maceta, se registré las plantulas que después
de trasplantadas a maceta morian. En este caso, se observé mortandad de plantulas en
varias familias (Tabla 3.1). Pero dadas las caracteristicas climéticas en esa temporada de
mucha sequia y alta irradiacion solar, se toma a este motivo como causal de esa

mortandad observada en plantas recién trasplantadas a maceta.
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Altura de Plantin

Referido al crecimiento en los primeros 30 dias de desarrollo de la planta (altura

en cm). Datos provenientes de plantas en condiciones de invernadero.

En cuanto a este caracter las plantas de la familia N° 15 se diferenciaron
significativamente del resto (P < 0,05), presentando una media de 24,9 cm de
crecimiento en altura; mientras que la familia N° 11 es la de menor crecimiento con 6,9

cm de altura como se observa en el grafico a continuacion (Fig. 3.6 y Tabla 3.1).
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Figura 3.6: Comparacion de la altura media de plantin de 30 dias entre los plantines de
las distintas familias. Letras diferentes indican diferencias significativas (a= 0,05).

Parametros foliares

Los caracteres morfoldgicos foliares evaluados fueron largo, ancho, relacion
largo-ancho y superficie de la hoja. El andlisis estadistico de cada uno de estos
caracteres determind la existencia de diferencias significativas entre las familias,
excepto para el caracter indice foliar (indice dado por la relacion largo/ancho de hoja);

en este caso, el analisis no mostro diferencias significativas entre las familias.

81



En &reas foliares el andlisis estadistico si mostré diferencias significativas,

siendo la de mayor area la familia N° 6. (Fig.3.7)
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Figura 3.7: Comparacion del area foliar entre muestras de hojas de 19 familias de
peperina. Letras diferentes dentro de cada caso indican diferencias significativas (o=
0,05).

Al analizar en conjunto las caracteristicas observadas, el analisis de la varianza
muestra que existen diferencias significativas (P<0.05) entre las 19 familias estudiadas,

fundamentalmente en Altura de plantin y area foliar, destacadas en la Tabla 3.1.

En un andlisis multivariado de Componentes principales, el resultado obtenido
muestra que el 75,9 % de la variabilidad observada entre las Familias fue explicada por
las dos primeras componentes (CP1 y CP2) (Fig. 3.8). A nivel de la CP1, componente
que explica el 45,3 % de la variabilidad total, las variables con mayor inercia fueron %
de germinacién a los 15 dias y altura de plantin a los 30 dias; mientras que a nivel de la

CP2 (componente que explica el 30,6 % de la variabilidad observada), las variables que
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permitieron establecer diferencias entre las Familias fueron: % de germinacion a los 21

dias y area foliar (AF).

Tabla 3.1: Valores medios para cada una de las variables medidas en plantines de la
descendencia de plantas madres selectas.

Familia I o % % % Altura Ar_ea
10 dias? 15 dias? 21 dias! superv.? estacas? (cm) foliar

1 48 62,5 76,0 72,4 86,7 94c 3,37a
2 39 74,5 81,5 88,9 60,0 10,3d 40la
3 27 43,0 51,0 100,0 80,0 132e 6,16 b
4 51 73,5 79,0 76,0 66,7 96¢c 59b
5 37 39,0 48,5 98,3 40,0 12,3e 3,34 a
6 40,5 47,5 42,0 79,1 100,0 14,2 e 8,13 ¢
7 19,5 56,5 98,0 76,6 80,0 8,3b 2,55a
8 15,5 42,0 46,0 73,3 73,3 139e 3,35a
9 65,5 73,5 84,0 81,2 100,0 13,8e 2,59a
10 51,5 79,0 84,0 80,0 80,0 19,9 f 444
11 14 71,5 84,5 76,8 46,7 6,9a 37a
12 54,5 62,0 92,5 83,3 40,0 8,1b 2,89a
13 22 54,5 60,5 81,8 40,0 21,2 f 4,05a
14 63 84,0 91,5 71,8 86,7 7.1la 3,7a
15 59 84,5 96,5 72,3 40,0 2494 7,67c
16 61,5 89,0 91,0 88,2 40,0 126e 5,64b
17 67,5 87,5 78,0 75,0 40,0 132e 4,06a
18 29,5 67,0 80,5 96,3 86,7 204 f 45a
19 38 74,5 82,5 78,8 86,7 10,3d 3,92a

1- % Germinacidn a los 10, 15 y 21 dias de sembrados; 2- % de supervivencia luego del transplante a
maceta; 3- % de prendimiento de estacas; Altura (cm)= Altura del plantin a los 30 dias. Letras distintas
indican diferencias significativas (P<0.05)

En esta etapa de plantin se observé una correlacion positiva entre el caracter
altura de plantin (Altura) y el carécter area foliar (AF), los cuales son indicadores de
mayor tamafio de planta y mayor fitomasa, destacandose las Familias 6, 15, 10, 13 y 18;
presentando s6lo dos de ellas (Familia 15 y 10) buenos porcentajes de germinacién a los
15 y 21 dias de la siembra. Por el contrario las Familias 7, 11, 12 y 14, fueron las de

menor altura de plantin, pero a su vez presentaron altos porcentajes de germinacion.
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Figura 3.8: Analisis de Componentes principales de caracteres cualitativos en plantines
derivados de plantas madres (PM) selectas. Los puntos representan 19 Familias de
plantines evaluados y los vectores representan las variables medidas.

El analisis de conglomerados (Analisis de conglomerados jerarquico, método del
ligamiento promedio con distancias euclidias. Correlacion cofenética: 0, 831) con todos
los caracteres evaluados diferencid a las familias, destacAndose la Familia 15 al
separarse del resto que conforman a su vez dos grupos, el primero constituido por las
Familias 6, 5, 3, 18, 8 y 13, y un segundo grupo con las Familias 7, 11, 17, 16, 2, 12, 9,
10, 14, 4,19y 1.

El agrupamiento de las familias en el ACP con los caracteres de mayor peso
(Fig. 3. 8) fue congruente con el obtenido en el analisis de conglomerados realizado con

todos los caracteres evaluados (Fig. 3.9).
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Figura 3.9: Andlisis de conglomerados agrupando a Familias de plantines por
caracteres evaluados.

Caracterizacion y Evaluacion de las familias a campo

Los datos registrados se presentan en sus valores medios en la Tabla 3.2 para
poder asi caracterizar la variabilidad dentro y entre las familias estudiadas a través de

todos los caracteres evaluados.

A partir del analisis de la varianza se observaron diferencias significativas entre

las familias en la mayoria de las variables cuantitativas medidas.

En cuanto a la longitud de la rama mas larga, medida antes de la cosecha, la
Familia 5 se destaca significativamente del resto, mostrando la mayor altura promedio,
con 124,36 cm.; seguida por un segundo rango con un grupo de las Familias 1, 3, 7, 11,
13, 15, 16, 18 y 19, con valores entre 95- 112 cm de altura (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2: Valores medios de las variables medidas en 19 familias provenientes de
plantas madres selectas.

Familia A('Ctr‘:];a e P Seo  masde S mat Ae
(PEgr)  (PSgr) Virus? pervive Ramas g
1 101,03b 6,679 434,07a 11685a 0 83,33d 59,33 1,29a
2 74,20 a 7,81i 4052a 180,27 a 0 100,00 e 45,67 1,39a
3 96,03 b 554¢€ 488,6 b 136,19a 0 66,67 c 38,67 143a
4 70,70 a 483d  455,03a 189,59 b 0 100,00 e 40,67 2,84b
5 12436¢c  427c 5874b  204,69c 0 83,33d 57,00 3,28¢
6 81,20 a 7,01 h 3688a  134,89a 1 50,00 b 42,33 113a
7 108,20b  7,36h  560,53b 167,59a 0 33,33 a 48,33 0,87 a
8 70,20 a 6,07f 44187a 12199a 1 66,67 ¢ 38,67 1,15a
9 71,86 a 7,721 396,3a 152,09a 0 100,00 e 37,67 1,38a
10 68,86 a 6,45f 52423b 187,49b 0 50,00 b 41,67 112a
11 96,86 b 6,069 251,23a 119,29a 1 100,00 e 45,00 12a
12 90,03 a 482d 51893b 15559a 0 100,00 e 55,00 2,46b
13 95,53 b 483d 390,43a 14389a 1 100,00 e 43,33 128a
14 87,03 a 53le 497,1b 129,19 a 0 100,00 e 47,67 153a
15 111,86b 6,499 354,2a 153,19a 0 100,00 e 39,33 159a
16 102,53b  528e  407,83a 171,29a 0 66,67 c 40,67 2,87b
17 76,86 a 3,79b  37857a 187,99b 0 83,33d 53,33 2,25b
18 102,53b  5,15e  280,13a 162,69a 1 100,00 e 57,33 127a
19 104,36 b  3,39a 32457a 151,19a 0 83,33d 45,33 1,63a

1- Valor medio de Area foliar antes de la floracion; 2- Sintoma de virosis: Presencia=1 y
Ausencia=0; 3- % de supervivencia de clones de planta madre a campo; Altura (cm)= Altura de
la rama més larga antes de cosecha del cultivo. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0.05)

Respecto al rendimiento en peso fresco a cosecha, las Familias 3, 5, 7, 10, 12 y
14 fueron las que se destacaron por su mayor produccion de biomasa fresca, seguidas
por el resto de las Familias las cuales no mostraron entre ellas diferencias significativas.
En relacion al peso seco, nuevamente la Familia 5 se diferencia
significativamente del resto por su mayor rendimiento en biomasa seca, seguida por las

Familias 4, 10 y 17 en un segundo nivel.
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Estas diferencias significativas observadas entre las familias también podrian
analizarse teniendo en cuenta la relacion hoja/tallo, discriminando al rendimiento en PS
en peso seco de las hojas separadas de los tallos. Esta variable podria ser de
importancia, segun Franz y Novak (Franz y Novak, 1997), también a la hora de estimar
rendimientos dado que son justamente las hojas las partes de la planta que mayormente

se destinan al consumo.

En cuanto al rendimiento en aceites esenciales (Tabla 3.2), se pueden distinguir
3 grupos entre las Familias evaluadas. EIl primer grupo mostrd un rendimiento promedio
de 1,31% e incluye a las Familias 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 18 y 19; el
segundo grupo incluye a las Familias 4, 12, 16 y 17, con un rendimiento promedio de
2,61%; vy el tercer grupo o nivel lo da la Familia 5 con un rendimiento promedio del
3,28%.

Para la evaluacién de sanidad en relacién a la presencia o ausencia de sintomas
de virosis CMV, se observaron plantas sintométicas en las Familias 6, 8, 11, 13 y 18
(Tabla 3.2 y Fig. 3.10). No se observaron diferencias significativas entre las Familias en

cuanto al nimero de ramas por planta.

Del Andlisis de Componentes Principales (ACP) considerando sélo las variables
destacadas, se observa que el 73,9% de la variabilidad total es explicada por el primer
plano factorial (CP 1 y CP 2), (Figura 3.10). A nivel de la CP 1, componente que
explica por si sola el 46,8% de la variabilidad total, las variables con mayor peso fueron
el peso seco (PS), el contenido de aceites esenciales (Rto. AE) y la presencia de
Sintomas de virosis (Virus). A nivel de la CP2, las variables con mayor inercia son el
porcentaje de supervivencias de plantines clonales a campo (% SupervCampo) y el peso
fresco (PF).

Las variables cuantitativas utilizadas para el ACP son aquellas que mejor
caracterizan a las 19 familias evaluadas, permitiendo discriminar aquellas familias que
muestran presencia de sintomas de virus CMV y/o menor supervivencia a campo.
Considerando estas variables, se observa que se forman dos grupos de familias en
relacién a estos caracteres: Las Familias 6, 8, 11, 13 y 18, con presencia de sintomas de

virosis y las Familias 7 y 10 con menor supervivencia a campo.
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Figura 3.10: Biplot segun el plano conformado por las dos primeras componentes
principales (CP1 y CP2), donde los puntos representan 19 Familias evaluadas y los
vectores representan las variables medidas.

Al realizar un analisis de conglomerados jerarquicos, por el método del
ligamiento promedio utilizando distancias euclidias (Fig. 3.11), se encontrd que la
Familia 5 se diferencia del resto. Esta Familia en los andlisis de componentes
principales con los caracteres evaluados a campo, se diferencio por mayor rendimiento
en PS, PF y AE. Posteriormente, se puede diferenciar un grupo constituido por las
Familias 7, 10, quienes presentaron un menor porcentaje de supervivencia a campo.
Otro grupo se encuentra constituido por las Familias 8, 6, 18, 13 y 11, familias que
presentaron sintomas de virosis entre sus ejemplares, separandose del resto de las

familias.
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Figura 3.11: Agrupamiento de Familias de peperina (Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling) por conglomerado jerarquico dado por las variables evaluadas en

plantas a campo.
Corelacién cofenética: 0,818.

Parametros genéticos

Como se desprende de los parrafos anteriores, con los resultados del ensayo se
pudo estimar el error experimental a traves de las repeticiones y la particion de la
varianza fenotipica permitié estimar los valores de heredabilidad para cada caracter. La
componente ambiental se estimé a partir de la varianza de las plantas dentro de clones,
mientras que la componente genética se estimo a partir de la diferencia entre la varianza
fenotipica total y la varianza ambiental. Las pruebas multivariadas mostraron
diferencias significativas para todos los caracteres y la varianza ambiental fue superior a
la genética también para todos los caracteres evaluados (Tabla 3.3). La heredabilidad en
sentido amplio varid entre 0,19 y 0,43. La variabilidad detectada y la alta heredabilidad
mostrada por algunos caracteres resultaron de interés para continuar con el programa de

seleccion propuesto.
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Tabla 3.3: Heredabilidad de los caracteres productivos y varianzas que lo determinan:
Varianzas genética, ambiental y Heredabilidad en sentido amplio.

Heredabilidad

Variable Varianza Genética  Varianza Ambiental . )
sentido amplio

PS 611,99 2478,09 0,19

Altura 217,63 282,26 0,44

N° R 142,47 409,53 0,26

PF 5171,66 7655,70 0,40

Peso Seco (PS), Longitud de rama mas larga (Altura), Nimero de ramas (N° R) y Peso fresco (PF).

Familias Selectas

Para la seleccion de las Familias caracterizadas en este ensayo a campo, se toméd
como criterio descartar dentro de las 19 Familias evaluadas, las Familias 6, 7, 8, 10, 11,
13 y 18 por presentar sintomas de virosis y/o por bajo porcentaje de supervivencia a
campo. El grupo de las 12 familias restante se utiliz6 para la extraccion de aceites
esenciales y su posterior caracterizacion a través de GC-MS (descripto anteriormente);

para con ellas continuar las siguientes etapas de la investigacion.

CONCLUSIONES

Esta etapa del trabajo permitié detectar variabilidad y un componente genético
alto para los caracteres evaluados, resultando muy promisorios para continuar con el

programa de seleccion orientado a la mejora genética de la peperina.

En este sentido, estos resultados muestran variabilidad tanto entre familias como
dentro de cada una de ellas en distintas proporciones. Es de interés remarcar que en
muchos ejemplares entre las distintas familias, tanto en plantas adultas como en la etapa
de plantin, los caracteres componentes de rendimiento muestran valores medios
superiores en relacion a estos mismos caracteres en las poblaciones iniciales del cultivar
Champaqui-FCA.

La variabilidad observada entre las familias derivadas de individuos selectos,

constituidos en plantas madres (PM), muestra una variacion que permite proseguir con
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trabajos de mejoramiento genético, esperando buena respuesta a la seleccidn
fundamentalmente en los caracteres peso fresco y seco, altura de planta, nimero de

ramas y de rendimiento y composicion en aceites esenciales (AE).

Se verifico un gran porcentaje de germinacion no siendo necesario realizar en las

semillas tratamientos adicionales de pregerminacion.

Para la produccion de plantines en condiciones de invernadero, se observd una

buena respuesta en el desarrollo de las plantulas.

La multiplicacion por estacas presentd una gran variacion entre las PM selectas,

pudiéndose diferenciar algunas como poco adaptadas a este tipo de reproduccion.

Cuando se compararon las distintas familias derivadas de las PM selectas, las
Familias 5, 7, 10, y 12, resultaron las méas productivas, diferenciandose de las restantes
tanto por peso fresco como por peso seco de las plantas. A nivel general, se observd

buena respuestas al cultivo en cuanto a produccién de biomasa por planta.

Seria importante tener en cuenta la evaluacion del porcentaje de agua que
pierden las plantas durante el secado ya que este aspecto es de importancia en su
relacién con el rendimiento de peso seco. En las condiciones planteadas en el ensayo
(como por ejemplo distancias de 0,70 m entre surcos y 0,50 m entre plantas), se observé
también que la relacién hoja/tallo y la Longitud de entrenudos, serian variables de
importancia a ser discriminadas ya que se observaron familias con valores altos en
altura de planta a cosecha (AltCosecha) no correlacionandose con mayores rendimientos
en PF y/o PS u area foliar (AF).

Para el caracter Altura a cosecha, se observaron diferencias significativas entre
las familias, pero su valor medio general fue marcadamente inferior al valor medio de la
poblacién que les dio origen. Siete familias presentaron un mérito genético superior a la
media inicial, pero once familias se encontraron por debajo de este valor. La mayoria de

las familias tuvieron ramas menos largas que las plantas selectas que les dieron origen.
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Con respecto a las superficies de las hojas se observaron diferencias
significativas entre familias y se encontraron valores superiores a la media de las plantas

selectas de la poblacion inicial.

En cuanto al peso fresco se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre familias. El peso fresco de plantas es un carcter importante para la
determinacion del rendimiento. En este caso quince familias mostraron un peso con un
mérito genético superior a la media inicial y sélo cuatro familias se diferenciaron con

valores menores (Familias 6, 11; 15y 18).

El peso seco también mostro diferencias significativas entre familias, y sélo diez
de ellas con un mérito genético superior a la media, presentando entre las familias un

valor medio inferior al de la poblacion inicial.

Respecto al rendimiento de aceite, todas las familias se diferenciaron
significativamente de la media general de la poblacién inicial. Al respecto es de destacar
la produccion de aceite en las familias 5, 12, 16 y 17, cuyos valores estuvieron muy por
encima del promedio (1,68 %). Esta variable es la que Ojeda (Ojeda, 2004) presenta con
mayor valor de heredabilidad en sentido amplio (0,74), por lo que se infiere que es
factible esperar una adecuada respuesta en el mejoramiento del rendimiento de aceite
mediante métodos de seleccion basados en este caracter.

El porte de las plantas no mostrd capacidad discriminante entre los materiales.
Se considera que al ser materiales derivados del cultivar Champaqui-FCA, este caracter
no mostré diferencias, ya que la totalidad de plantas que finalizaron su ciclo de cultivo
presentaban el tipo de porte erecto. Solo materiales utilizados como borduras, se
manifestaron con ramificaciones rastreras hacia las afueras del ensayo, al contar con el

espacio sin limitantes.

De las observaciones de sintomas de enfermedades durante el ciclo de cultivo, se
observo, en individuos de distintas familias, la sintomatologia correspondiente a la
presencia del Cucumber mosaic virus (CMV) ocasionando dafios en hojas y el
crecimiento de las plantas. Es de destacar que ante la presencia del CMV se observé un
comportamiento diferencial entre las familias, ya que de las 19 familias evaluadas, sélo
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5 (cinco) de ellas manifestaron la sintomatologia, pero en ninguna familia las plantas
derivadas de estacas de las plantas madres manifestaron la virosis, lo cual evidencia una

posible resistencia al virus.

La culminacion de esta etapa permitio obtener los datos necesarios para realizar

la seleccidn de individuos que responden a las caracteristicas buscadas.
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CAPITULO 4

EVALUACION SENSORIAL

INTRODUCCION

La evaluacién sensorial es una disciplina cientifica mediante la cual se evalGan
las propiedades organolépticas de un producto a través del uso de los sentidos humanos
(Villarroel et al., 2003).

Para los consumidores, los atributos mas importantes de un producto lo
constituyen sus caracteristicas organolépticas. Son éstas las que determinan las
preferencias individuales y su grado de aceptacién (Torricella, et al., 2007; Villarroel et
al., 2003). La forma maés directa de medir la aceptacion de un producto es mediante la
evaluacion que el hombre realiza de las propiedades organolépticas de dichos productos
(aroma, color, aspecto, sabor), y esto es a través de la evaluacion sensorial (Espinosa
Manfugés, 2007; Torricella et al., 2007; Zamora, 2007).

Actualmente se considera a la evaluacion sensorial una herramienta
imprescindible que permite obtener informacion sobre los aspectos de la calidad y/o
aceptacién de un producto, a los que no se puede tener acceso con otras técnicas
analiticas 0 mas sofisticadas (Zamora, 2007). De esta forma, mediante la evaluacion
sensorial pueden clasificarse los distintos materiales obtenidos en este trabajo, conocer
la opinion sobre cada familia o poblacién de peperina, su aceptacion o rechazo, asi

como también su nivel de agrado e importancia.

En general el Analisis Sensorial es usado para medir la relacion entre los indices

sensoriales del producto y las especificaciones sensoriales que se desea obtener.

La calidad de un producto puede ser definida como el conjunto de aquellas
caracteristicas que diferencian unidades individuales del mismo y tienen significacion
en la determinacion del grado de aceptabilidad de esta unidad por el consumidor. Asi, la
calidad total de un producto, debe ser analizada por los atributos que la componen, cada

uno de los cuales debe ser medido y controlado independientemente. Mientras mas
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completa y precisamente se pueda definir un atributo, mayor es la probabilidad de
obtener un método instrumental satisfactorio para su medicion (Zamora, 2007).

La complejidad de las respuestas sensoriales es debida a la integracion
simultanea de sefiales maltiples (aspecto, olor, gusto, textura, sonido, etc.), las cuales el
juez asocia con su experiencia pasada, los efectos contextuales y su anticipacion a la

emision de su juicio.
Los sentidos se pueden dividir en dos grupos:

1) Los fisicos, en los que el estimulo es fisico (vista, audicion, tacto,

temperatura), y;

2) Los quimicos, en los que se tiene que establecer un contacto entre las
moléculas de algunas especies quimicas particulares y un 6rgano o receptor de algun

tipo que recibe el estimulo.

Zamora (2007) explica que los estimulos para los sentidos fisicos presentan la
distincion importante de permitir la medicion instrumental, ya sea cuantitativa o
cualitativa. Hay quienes no perciben los colores o presentan ceguera a determinados
colores, otras no perciben algin sonido, algunas tienen un sentido inverso de la
temperatura, pero existen instrumentos que indicaran justamente las longitudes de onda
de la luz o el sonido o las temperaturas que esas personas estan experimentando. Con
los sentidos quimicos, no tenemos instrumentos disponibles. No existen instrumentos
que midan lo dulce, lo salado, lo amargo; tenemos que disponer de palabras para

identificar las sustancias quimicas y estimar su intensidad.

La sensibilidad de los individuos a los estimulos quimicos es altamente variable.
Los niveles de umbral por debajo de los cuales la persona ignora cualquier estimulo,
pueden extenderse sobre un rango considerable de concentraciones. Por eso es necesario
conocer el umbral de percepcion de los gustos y sabores relevantes en el producto en

estudio.

La Evaluacion sensorial necesita un vocabulario que permita la comunicacion,

de modo que una misma sensacion sea expresada por todos con las mismas palabras. La
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seleccion de los términos es importante ya que las personas perciben de forma distinta
los estimulos y ademas tienden a sintetizar o integrar la percepcion de varios de ellos y
les es dificil su descripcion fraccionada. Es por ello que la seleccion de los términos
para identificar los atributos a analizar es clave en este tipo de analisis, y éstos tendran
que ver fundamentalmente con el objetivo de las evaluaciones y con el método

descriptivo seleccionado.

Los factores que influyen en el desarrollo de descriptores en el analisis
descriptivo son, fundamentalmente el objetivo de las evaluaciones y el método

descriptivo seleccionado.

Para establecer la capacidad discriminatoria de un término lo mas comin es
utilizar el Andlisis de la varianza, para determinar si existen diferencias significativas

entre varias muestras respecto a la caracteristica que describe.
Factores que influyen sobre los resultados

Los catadores son los instrumentos de medicion empleados en la evaluacion
sensorial y como tales, se espera que sean repetibles, exactos y precisos. La evaluacién
0 respuesta que emiten los catadores ante un estimulo bajo determinadas condiciones no
depende solamente de la naturaleza e intensidad del estimulo (que en este caso son: las
caracteristicas organolépticas del alimento que se evalUa, mas el efecto del medio que
circunda al catador) sino también dependen de otros factores como: Patrones mentales
de los catadores, informacion complementaria que reciben durante la prueba y atencién

durante la prueba.

Los patrones mentales se adquieren durante la vida, no se nace con ellos. Los
gustos y preferencias se ensefian, ya sea de forma planificada, como por ejemplo,
mediante la propaganda a la poblacion o el adiestramiento de catadores; o espontanea
como es la tradicion, las costumbres o la practica. Sin embargo, la modificacion de los

habitos de consumo de la poblacion ocurre solo de forma paulatina.

Es decir, que los habitos regionales pueden ser considerados como establecidos

y poco variables. Por tal motivo, cuando se quiere introducir determinado producto
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nuevo es necesario realizar estudios de adaptacion o preferencia para conocer el gusto

de la poblacién.

La informacion complementaria que reciben los catadores tiene una influencia
directa sobre los resultados del ensayo; es indispensable evitar que con esta se ayude a
los catadores a evaluar la muestra, es decir, solo se debe informar lo referente a los
procedimientos del ensayo y la forma de calificacion y no sobre el origen de la muestra
que se evalla. El grado de atencién de los catadores desempefia un papel fundamental

en la obtencidn de resultados confiables y objetivos (Zamora, 2007).
Pruebas sensoriales

Las pruebas sensoriales se clasifican en dos grandes grupos: pruebas analiticas y

pruebas afectivas.

Las analiticas tienen un objetivo, la evaluacién comparativa o descriptiva de la
calidad mediante un grupo reducido de catadores experimentados, adiestrados o
expertos, mientras que las afectivas, por el contrario, brindan informacion acerca de la
preferencia o aceptacion que tienen los consumidores por el producto que se evalla,
para lo que se debe trabajar con un gran nimero de degustadores no adiestrados, es

decir, consumidores representativos de la poblacion (Resurreccion, 1998).

Como instrumento de estas pruebas sensoriales, la encuesta constituye una
herramienta metodoldgica cuantitativa en la cual un grupo de personas seleccionadas
responden a un mismo conjunto de preguntas previamente escritas en un cuestionario.
El objetivo de esta técnica es obtener la informacion de una forma mas precisa y
sistematica posible, para luego realizar andlisis cualitativos y cuantitativos sobre los

datos aportados por los encuestados (Martin, 1995).

Utilizando estas herramientas que brinda la evaluacion sensorial en esta
instancia del trabajo se busc6 evaluar la aceptabilidad o rechazo de los materiales
obtenidos hasta el momento, en el proceso de seleccion, realizando analisis sensoriales
de cada grupo de plantas en estudio. Para cumplimentar con este objetivo se llevaron a
cabo encuestas en la comunidad de interés (pobladores serranos, recolectores serranos,

pequefios productores y consumidores).
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Objetivos especificos

e Evaluar las propiedades organolépticas del material obtenido a través de
andlisis sensoriales en las comunidades de interés: recolectores serranos de
hierbas aromaticas y medicinales, pequefios productores artesanales,

productores de aromaticas a pequefia escala y consumidores en general.

e Seleccionar individuos, siguiendo descriptores morfoldgicos, de rendimiento,
de tolerancia a virus (CMV), de rendimiento en aceites esenciales y
caracteristicas organolépticas.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion del material a evaluar

Para la seleccion de las muestras a ser evaluadas en las pruebas sensoriales, se
tomo6 como criterio, evaluar los perfiles cromatograficos de los aceites esenciales de las

Familias selectas caracterizadas en los ensayos a campo.

Dentro de las 19 Familias evaluadas, se descartaron las Familias 6, 7, 8, 10, 11,
13 y 18 por presentar sintomas de virosis y/o por bajo porcentaje de supervivencia a
campo. El grupo de las 12 familias restantes se utiliz6 para la extraccion de aceites
esenciales y su posterior caracterizacion a través de GC-MS (descripto anteriormente).
Una vez obtenidos los AE y su caracterizacion, se eligieron los perfiles de interes de

acuerdo a sus potenciales usos en relacion a la bibliografia existente.
Anélisis Sensorial

La prueba sensorial realizada es del tipo afectiva (Torricella et al., 2007), ya que
busca la informacion acerca de la preferencia o aceptacion que tienen los consumidores
por el producto que se evalla. Para ello se elaboré una encuesta que tuvo en cuenta
preguntas relacionadas con las distintas propiedades organolépticas de evaluacion
sensorial como el aroma y color de muestras de materia vegetal seca y el aroma de

muestras de aceites esenciales (Ver anexo N° 1: Encuesta Organoléptica de Peperina).
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A fin de evaluar el grado de aceptacion de cada uno de los productos, se
definieron categorias cualitativas (no me gusto, aceptable, bueno o muy bueno) para
cada atributo sensorial evaluado. Resulta oportuno notar que dicha variable es de tipo
ordinal ya que se trata de una variable cualitativa cuyas categorias, sin un significado
numerico preciso, guardan una relacion de orden. Por ello se trasformé en una variable
cuantitativa, asignandole a cada categoria un valor numérico segln su orden creciente
de aceptacion (de uno a cuatro). De esta forma se establecieron los valores medios por

atributo sensorial que fueron comparados entre los distintos materiales.

Para la evaluacion sensorial, donde el instrumento de medida son los
evaluadores sensoriales, es de suma importancia la normalizaciéon de las condiciones
fisiolégicas que rodean al grupo de personas que evaltan el producto (Espinosa
Manfugas, 2007). Por ello se tuvieron en cuenta diversos aspectos: Los lugares de
evaluacion presentaban preferentemente paredes con colores claros y lisos, una
iluminacién en general uniforme o a la luz del dia, sin ruidos que provoquen molestias o
distraccion a los evaluadores. En las salas de evaluacién se dispuso de una mesa de
tamafo adecuado donde se ubicaron las muestras con los elementos necesarios para su
evaluacion. Los AE se presentaron en frascos de vidrio color ambar opaco, enumerados
e identificados correctamente (Fig. 4.1). Las muestras de hojas secas se envasaron en
bolsas de polietileno lineal de baja densidad (LLDPE, por sus siglas en inglés) con
cierre tipo Ziploc, y al momento de la evaluacidn se presentaron en bandejas plastica

correctamente identificadas.

Figura 4.1: Muestras de aceites esenciales y Material vegetal para la
evaluacion sensorial.
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A cada encuestado previamente a la evaluacion sensorial, se les explico el
porqué de la experiencia y se les comentd como completar la encuesta siguiendo el
orden logico de las preguntas. Se realizd una planificacion del andlisis sensorial y se

asesoro sobre la posibilidad de evaluar los materiales varias veces, segun su necesidad.

Al momento de completar las propiedades sensoriales se evalud en primer lugar,
el color de muestras de material vegetal seco, a manera visual, sin tener una escala de
color como referencia. En segundo lugar, se pidié evaluar el aroma de esas muestras
vegetales mediante los siguientes pasos: oler una muestra, luego dejar pasar un tiempo,
hasta no sentir este olor y de ser necesario tomar agua. Asi, se repitio el procedimiento
sucesivamente para cada una de las muestras. Por Ultimo se valoro6 el AE. Se pidio oler
cada AE intercalando un tiempo de 5-10 minutos y la toma de agua entre muestra y

muestra.

También se indicé a los encuestados, cuando realizaban la evaluacion al mismo
tiempo, que no deben conversar entre ellos, manteniendo disciplina durante las
evaluaciones. Una vez completada la encuesta se comento el origen de cada una de las

muestras evaluadas.

Los evaluadores fueron escogidos de acuerdo al requisito de consumir, de
cualquier modo que sea, hierbas aromaticas y/o medicinales. Cumpliendo este requisito,
el grupo de evaluadores se integré por recolectores serranos, productores de hierbas
aromaticas en pequefia escala, estudiantes de nivel medio, familiares de estudiantes y
profesores. En todos los casos de distintas edades y ambos sexos. Ademas de disponer
del tiempo necesario para realizar dicha experiencia, se procuré que los encuestados
mostraran preocupacion e interés por la prueba sensorial, asegurando la fidelidad del

procedimiento solicitado.
Analisis estadistico

En todos los casos se determinaron el promedio (M) y la desviacion estandar
(DE) de las mediciones hechas por triplicado, expresandose el resultado como (M+DE).
Los datos presentados en la Tabla 4.1, fueron analizados usando el paquete estadistico
InfoStat 2013, con el que se realizaron ANOVAs simples. La comparacion de
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promedios se efectud segun Tukey (p<0,05). Posteriormente, la informacién
sistematizada de estas encuestas se contrastd con los resultados obtenidos en laboratorio
sobre las caracteristicas cromatograficas de los aceites esenciales para poder asi
discriminar las caracteristicas del perfil del AE de los materiales seleccionados por

mayor aceptacion entre los encuestados.

RESULTADOS y DISCUSION

Seleccidon del material a evaluar

Dentro de las 12 Familias evaluadas por el contenido cualitativo de los aceites
esenciales, se observaron diferentes perfiles que presentaban entre 12 y 15 compuestos
identificados en distintas proporciones. Para el analisis y comparacion entre las familias,
se tomaron los 10 compuestos de mayor frecuencia relativa entre todas las muestras
evaluadas. Se pudo observar que los aceites esenciales estuvieron constituidos en su
mayor proporcidn por mentona y pulegona, encontrandose estos compuestos en distintas
proporciones. De acuerdo a los 10 compuestos seleccionados por mayor frecuencia
relativa en la totalidad de las familias evaluadas, se identificaron cuatro perfiles

cromatograficos que resultaron de interés (Fig. 4. 2).

Estos cuatro perfiles bien diferenciados, presentados por distintas familias,
resultan de interés para ser utilizados en la evaluacion sensorial por las marcadas
diferencias en la proporcion entre los componentes principales, mentona y pulegona.
Los perfiles 1, 2 y 3 son los mas representados entre las 12 familias evaluadas, mientras

que el perfil 4 s6lo lo present6 una familia (Familia 17).

Es importante la relacion entre los dos compuestos principales del aceite esencial
de la peperina, ya que en numerosos estudios y evaluaciones realizadas muestran la
importancia de la especie como recurso interesante por sus propiedades biocidas e
inmunoldgicas, en relacion a estos dos compuestos fundamentalmente. Asi, Gonzalez y

Marioli (2010) encontraron que de diez plantas probadas, el extracto de peperina fue el
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mas eficiente en la capacidad de inhibir el crecimiento de Paenibacillus larvae, una

bacteria que amenaza las abejas en sistemas productivos de miel.
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Figura 4.2: Porcentajes relativos de los compuestos mayoritarios en Aceites esenciales
de cuatro muestras seleccionadas de peperina (Minthostachys verticillata (Griseb.)
Epling.

Mora et al. (2009) examinaron el aceite esencial de esta especie y probaron su
actividad antibacteriana in vitro. Las muestras utilizadas estaban conformadas por
pulegona (55%) y trans-mentona (32%) y sus resultados mostraron tener un efecto

inhibidor contra diversas bacterias.

Vogt et al. (2010) demostraron la actividad antiviral de los principales
componentes del aceite (pulegona, mentona y limoneno), indicando ademas, que esta
actividad se produce a concentraciones mas bajas que las que tienen un efecto tdxico en
las lineas de células tratadas in vitro. Ademas Sabini et al. (2010) mencionan que la
replicacion del virus del herpes simple es inhibida por los extractos de esta misma

especie.

En pruebas de capacidad antioxidante de extractos de plantas, Dadé et al. (2009)

mencionan a M. verticillata entre las plantas que mostraron ser eficientes.
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Palacios et al. (2009) han puesto a prueba los aceites esenciales de nueve
plantas, entre ellas M. verticillata, por su actividad insecticida contra la mosca
domeéstica comun y encontraron que la peperina es la mas eficaz de las nueve. Estos
autores plantean que estos resultados pueden tener que ver con el hecho de que el
principal componente del aceite utilizado en su estudio fue pulegona, sustancia toxica,
que comprende, por lo general, uno de los componentes mayoritarios en el aceite

esencial de poblaciones silvestres.

Cariddi et al. (2009) han publicado un estudio sobre el efecto antialérgico in
vitro del aceite esencial de peperina en las células de los pacientes alérgicos a los acaros
del polvo, donde el aceite esencial utilizado consistia de 63% pulegona, 16% de

mentona y 2% de limoneno.

Maldonado et al. (2007) compararon el efecto del aceite esencial y la decoccién
de hojas, en la degranulacion de los basdfilos de pacientes alérgicos, al de varios
farmacos antialérgicos in vitro. Las combinaciones de algunos de los medicamentos
estandar eran mas eficaces, pero los productos naturales también condujeron a una
reduccidn significativa en la reaccion alérgica. El aceite utilizado en el estudio era rico

en pulegona (mas del 60%) y mentona (14%).

Vogt et al. 2007 presentan resultados positivos en la inhibicién del crecimiento
de hongos del género Fusarium por extractos y aceites esenciales de M. verticillata.
Cano Perez (2007), también publicé un estudio sobre los efectos antimicéticos de

peperina, utilizando aceites dominados principalmente por pulegona y mentona.

En una evaluacion de doce plantas aromaticas argentinas, M. verticillata mostré
actividad repelente contra mosquitos (Gillij et al., 2008). En el mismo sentido, Gleiser
et al. (2007) y Batallan et al. (2008) publicaron estudios similares sobre la actividad

insecticida del aceite de peperina contra distintas especies de mosquitos.

Es debido a estos antecedentes que los cuatro perfiles seleccionados resultaron
de interés a ser evaluados; y de acuerdo a ello, se prepararon tanto las muestras de
aceites esenciales, como las muestras de hojas secas para ser sometidas a los test

sensoriales.
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Analisis Sensorial

-Caracteristicas de los evaluadores

Participaron del analisis sensorial del material seleccionado, un total de 86

personas (59 mujeres y 27 hombres).

Una primera instancia de evaluacion, estuvo integrada por alumnos y familiares
de la comunidad de Salsipuedes, Unquillo y Rio Ceballos (Provincia de Cordoba), junto
a productores artesanales de las mismas localidades, catadores especializados y
consumidores en general. Una segunda instancia de evaluacion, se realiz6 con la
participacion de pobladores y recolectores de la Comunidad de San Jer6nimo, de la

provincia de Cérdoba.

Las encuestas fueron realizadas en distintas oportunidades en un lapso de 2
meses aprovechando salidas de muestreo a campo y Jornadas-taller sobre Plantas
aromaticas y medicinales nativas, llevadas a cabo en establecimientos educativos de la
Localidad de Unquillo de la provincia de Cdrdoba, con la participacion de toda la
comunidad (alumnos, familiares, docentes y publico en general). Con esta muestra, se
procurd garantizar cierto nivel de conocimiento y relacion con las plantas aromaticas,

medicinales y/o condimenticias.

A modo de caracterizacion de los evaluadores, en la Fig. 4.3 se muestra las
categorias de edades de los encuestados. Se aprecia que el mayor porcentaje (37,5%)
corresponde a las edades entre 40 y 65 afios, le siguen con un 25,0% entre 30 y 39 afos;
el 23,2% corresponde a edades entre 20 y 29 afios y en menor porcentaje (14,3%) se

encuentran los menores a 20 afios de edad.

La mayoria de los encuestados conoce la planta de peperina, representando el
91,4%. Es de destacar que el 7,3% (de los que no conocen la planta en su estado
natural), manifesto conocer la peperina solo en forma de ataditos o ramilletes, como se

comercializa tradicionalmente.
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Figura 4.3: Gréficas de distribucion de edades y sexo de los encuestados

De la totalidad de encuestados sélo el 3,49 % manifesto ser productor a pequefia
escala de plantas aromaticas y medicinales (Fig.4.4). Pero el 36,05 % tiene alguna
ocupacion en relacion con plantas aromaticas y medicinales (empleado en

emprendimientos o viveros, recolector, herboristerias y pequefio productor).

Productor

Recolector 3,49%

Estudiante

33,72 %
Herboristeria
2.32%

Figura 4.4: Porcentajes de Ocupacion entre los encuestados.

Propiedades organolépticas

Cada atributo sensorial de las muestras evaluadas (aroma, color y aroma de AE)
fueron comparados entre si, realizando diagramas de barras para representar las distintas
respuestas nombradas (frecuencias relativas) por los encuestados. Para una mejor

interpretacion, se optd por mostrar en graficos separados las respuestas mencionadas
para cada atributo.
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Color: El color de los alimentos es la primera sensacién que se percibe y es
también el que a veces a modifica subjetivamente otras sensaciones como el aroma y

sabor.

Es necesario aclarar que el color puede ser medido en forma instrumental mas
efectivamente que en forma visual (Manresa y Vicente, 2007; Zamora, 2007). Si bien
las medidas instrumentales de dicha propiedad sensorial se van incorporando de a poco
al control de calidad alimenticio el uso de estos métodos requiere de equipos costosos
(Gambaro y Giménez, 2001).

Manresa y Vicente, plantean que entre los factores del observador que pueden
afectar la percepcion y descripcion del color se destacan el estado de &nimo vy el nivel
cultural del observador, por su relacién con el dominio de un mayor o menor
vocabulario (Manresa y Vicente, 2007). En relacion a lo que platean estos autores, en
este trabajo se pudo observar la importancia del nivel de conocimiento o acercamiento
con el uso de plantas aromaticas y medicinales que presentaba cada observador; y como
el aspecto cultural o tradicional, fundamentalmente en el uso de la peperina, podria
sesgar los resultados en este parametro. Al ser la peperina tradicionalmente consumida
y/o comercializada en ramilletes oreados, el observador reconoce ese “color” que
presenta el ramillete como el color caracteristico que deberia tener cualquier muestra de

peperina que se le presente.

Categorias de Color

En la valoracion cualitativa del color para las muestras se puede ver en la Fig.
4.5 que las cuatro muestras presentan un mayor porcentaje en la categoria Buena (B); y
las categorias con menores frecuencias fueron Mala (M) y Muy Buena (MB) también en

todas las muestras.

Al comparar el valor promedio de las categorias de color entre las muestras, el

test no evidencid diferencias significativas.
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Resultan importantes estas apreciaciones ya que un color desagradable podria
ser asociado por los evaluadores, inconscientemente, con un sabor o aroma
desagradable, alterando entonces sus respuestas para dichas propiedades. Por ello el
color es una caracteristica del producto alimenticio que influye en el consumidor en el

momento de aceptar o rechazar un alimento.

Por otra parte existen patrones especificos de color para otros productos
alimentarios ampliamente extendidos como el caso de la miel. Sin embargo, cuando se
trata de productos especificos de una determinada region, es dificil encontrar estandares

que se ajusten a las necesidades particulares del producto (Hernandez et al., 2004).
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Figura 4.5: Frecuencias (%) para categorias de aceptacion de Color de hojas secas en

cuatro muestras de peperina.
M=malo; R=Regular; B=Bueno; MB=Muy Bueno

El color en los alimentos, depende fundamentalmente de las transformaciones
que tienen lugar sobre los pigmentos propios o adicionados a los alimentos. Muchos de
los cambios de color que ocurren durante la elaboracion de los alimentos son
caracteristicos de los mismos y otros se deben a la degradacion. Por ejemplo, algunos

productos obtenidos a partir de las vainas de algarrobos han limitado su uso en la
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industria alimentaria debido al color marrén oscuro y turbiedad que presentan (Larrauri
y Saura, 2000). En este caso, el color del material seco depende fundamentalmente del
proceso de secado, proceso clave a la hora de mantener el color, aroma y propiedades de

las plantas aromaticas y medicinales.

Aroma: El aroma en esta tesis es considerado como sinénimo de olor y se
refiere a la sensacion producida por la liberacion de gases del material (hojas o aceite
esencial) inhalados por la nariz. Es importante esta aclaracion ya que el concepto
correcto de aroma es la sensacion producida luego de la degustacion (Espinosa
Manfugés, 2007).

Una caracteristica del aroma es la intensidad o potencia de éste. Ademas, la
relacién entre el aroma y el tiempo es muy importante, ya que el aroma es una
propiedad sensorial que presenta dos atributos, contradictorios entre si, en los cuales
esta involucrado el tiempo. El primero es la persistencia, es decir, que aun después de
haberse retirado la sustancia olorosa, la persona continta percibiendo el olor. Esto se
debe a que las fosas nasales y la mucosa que recubre el interior de éstas quedan
saturadas de la sustancia volatil. La otra caracteristica, relacionada con la mente o con la
zona olfatoria del cerebro, es el acostumbramiento a los olores después de un cierto
tiempo.

Espinosa Manfugas (2007) postula que existen factores de carécter interno
relacionados con las variables de cada individuo, como ser el estado fisioldgico de la
persona, el sexo, la edad, que pueden influenciar al percibir un aroma. También agrega

que hasta el momento no se ha logrado clasificar cuales son los olores primarios.

Es importante tener en cuenta que dos individuos pueden caracterizar un mismo
aroma con dos términos diferentes, o por el contrario citar el mismo término para

describir dos aromas distintos.

En otros estudios realizados con diversas muestras de miel, se establece un
banco de referencias olorosas a fin de establecer palabras elegidas para describir el
aroma (Montenegro, et al.; 2008). De esta forma se precisa un vocabulario especifico
para definir dicha propiedad sensorial. Para ello previamente se deben realizar pruebas
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para aprobar las referencias aromaticas estandarizadas que correspondan a cada aroma
descripto (Gallez, 2006; Guyot Declerck, 2003). Sin embargo en estos casos, el aroma
percibido durante la experiencia puede a veces no ajustarse a los descriptos y tiene que

realizarse por aproximacion perdiéndose la posibilidad de describir nuevos aromas.

En relacion a lo que plantean estos autores es que en este trabajo se propuso
realizar andlisis sensoriales solo del tipo afectivo, ya que de realizar pruebas
descriptivas se requeriria evaluadores adiestrados y definir descriptores para cada uno
de los atributos a evaluar, para lo cual no se contdé con los recursos y el personal

adecuado para realizarlo.
Categorias de Aroma de Hojas

Como se puede apreciar en la Fig. 4.6, la categoria de aroma con mayor
frecuencia para las muestras fue Bueno en las Muestras 1, 2 y 3; y la Muestra 4 presento
mayor frecuencia en la categoria Regular. En todos los casos la categoria con menor
frecuencia fue la de Malo.
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Figura 4.6: Frecuencias (%) para categorias de aceptacion de Aroma de las hojas en

cuatro muestras de peperina.
M=malo; R=Regular; B=Bueno; MB=Muy Bueno
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Al realizar la comparacion segun el valor promedio de las categorias de aroma
entre las muestras, el test evidencio diferencias estadisticas significativas (Test Tukey,
p<0,05) separando a la muestra N° 4 de las restantes, como puede observarse en la
gréfica (Fig. 4.6).

Categorias de Aroma de Aceite Esencial (AE)

En la Fig. 4.7 se puede observar que para el atributo de Aroma del Aceite
esencial, la categoria con mayor frecuencia para la muestra 3 fue Muy Bueno y para las
muestras 1 y 4 fue Bueno, presentando la muestra 2 mayor frecuencia en la categoria
Regular. En las muestras 1, 2 y 3 la categoria con menor frecuencia fue la de Malo y en
la muestra 4 la categoria Muy Buena (Tabla 4.1).
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Figura 4.7: Frecuencias (%) para categorias de aceptacion de Aroma de Aceite Esencial
(AE) en cuatro muestras de peperina. M=malo; R=Regular; B=Bueno; MB=Muy Bueno

Integracion de los atributos sensoriales de las muestras

La complejidad de respuestas sensoriales es debida a la integracion simultanea

de sefiales multiples (aspecto, olor, textura, entre otras.), las que el degustador asocia
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con su experiencia pasada, los efectos contextuales y su anticipacion a la emisién de su

juicio (Zamora, 2007).

El consumidor cuando acepta un determinado producto integra los distintos
aspectos recogidos por los sentidos: vista (color y defectos), olfato (olor y aroma), tacto
(manipulacién manual). Todas estas propiedades organolépticas determinan la calidad
del producto para el evaluador (Torricella et al., 2007; Espinosa Manfugés, 2007). Las
mismas fueron contempladas y valoradas por cada encuestado a la hora de decidir sobre
la aprobacién de cada una de las muestras. Por ello en la Fig. 4.8 se representaron todos
los atributos sensoriales para cada una de las muestras segln su grado de aceptacion.
Ademas, los valores medios y desvio estandar en la escala heddnica propuesta (de
cuatro categorias: M, R, B y MB) se presentan en la Tabla 4.1 para cada uno de los

atributos en las cuatro muestras evaluadas.
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Figura 4.8: Valores medios para la categoria de aceptacion de todos los atributos
sensoriales evaluados en cuatro muestras de hojas y aceite esencial de peperina.
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Tabla 4.1: Porcentaje de respuesta para cada categoria en escala heddnica y
medias generales del color de hojas, aroma de hojas y aroma de aceites esenciales,
en las evaluaciones sensoriales realizadas en cuatro muestras de materiales
selectos de peperina (Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling.

Porcentaje de las respuestas (%6) en la evaluacion sensorial

COLOR HOJA AROMA HOJA AROMA AE
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
M 000 000 o000 000 000 03 100 700 000 000 000 2367
R 1767 1867 2067 2267 000 300 200 7667 7,33 4967 867 33,00
B 8233 7933 7933 7733 7967 9667 97,00 1500 51,67 46,33 3467 4333
000 200 000 000 2033 000 000 133 4100 4,00 56,66 0,00
+ 2,82+ 2,83+ 2,79+ 2,77+ 320 296 296+ 2,11+ 3,34+ 254+ 348+ 220+
DE. 0388 0420 0410 0,420 0400 0,210 0,240 0510 0,610 0570 0,650 0,800

*M=Media General significa que corresponde a las puntuaciones de todas las respuestas en la escala hedonica
de 4 puntos: M= Malo (1); R= Regular (2); B= Bueno (3) y MB= Muy Bueno (4).

o}
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En la Fig. 4.8 se distingue que las muestras 1 y 3 difieren al menos en dos de los
tres atributos evaluados; presentando las mayores frecuencias entre las categorias 3

(Bueno) y 4 (Muy Bueno) para aroma de hojas y aroma de aceites esenciales.

Las muestras 1 y 3 siguen un mismo patron, con valores mas bajos en categoria
para el atributo color de hojay mas elevados para aroma de hojas y aroma de aceites

esenciales.

En un andlisis multivariado de Componentes principales (Fig. 4.9), el resultado
obtenido muestra que el 80,7 % de la variabilidad observada entre las muestras fue
explicada por las dos primeras componentes (CP1 y CP2). A nivel de la CP1,
componente que explica el 56,2 % de la variabilidad total, los vectores con mayor
inercia fueron Color de hoja Bueno y AE Malo; mientras que a nivel de la CP2
(componente que explica el 24,5 % de la variabilidad observada) las vectores que
permitieron establecer diferencias entre las muestras fueron: Color de hoja Muy Bueno
y AE MB. Esta grafica muestra como se asocia un AE Malo con Aroma y Color de hoja
Malo o Regular y asociado a una muestra, la N°4. Por otro lado una categoria de AE
Muy Bueno se asocia a Color de hoja Bueno y Aroma Bueno y Muy Bueno y se asocia
a las muestras 1 y 3, separandola netamente de las muestras N° 4 y N°2. La muestra
N°2 se caracteriza por estar asociado a Color de hoja Muy Bueno pero AE Regular
separandola de las otras muestras. Resultados congruentes con lo que describe la
Fig.4.8.
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Figura 4.9: Componentes principales de los atributos evaluados. Los puntos representan
las cuatro muestras y los vectores representan las categorias de los atributos evaluados.

Es importante recalcar el hecho de evaluar por separado cada aspecto sensorial
entre las muestras, ya que algunos mencionaron que al evaluar un atributo se daban

cuenta de que habia diferencias con la apreciacion sensorial observada anteriormente.

Por otra parte, la experiencia constituye una muy buena iniciativa para
revalorizar las plantas nativas y los recursos naturales entre los consumidores. Ademas

varios encuestados plantearon seguir experimentando, con otros productos o0 especies.

En esta investigacion, resulta valioso el aporte de considerar a los futuros
consumidores la posibilidad de experimentar con los materiales de seleccion en un plan
de mejoramiento, ademas de remarcar la importancia de este tipo de andlisis que junto a
la caracterizacion quimica y morfoldgica son fundamentales para la aceptacion del

producto final en el mercado.

Dadas las caracteristicas de importancia de los metabolitos secundarios de la
especie, demostradas en una gran variedad de trabajos de investigacion, es importante
remarcar el rol que cumple tanto el cultivo, como el mejoramiento de poblaciones de la
especie, a fin de dar respuesta a las necesidades de obtener material con caracteristicas
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destacadas. Por lo cual la experiencia aqui expuesta, ademas de ampliar el conocimiento
sobre el cultivo de la peperina y analizar pardmetros productivos, permite la posibilidad

de satisfacer futuras demandas de la industria.
Perfil del AE de los materiales seleccionados

La informacion sistematizada de las encuestas se contrastd con los resultados
obtenidos en laboratorio sobre las caracteristicas cromatogréficas de los aceites
esenciales (Fig. 4.10), marcando asi las caracteristicas del perfil del AE de los

materiales seleccionados por mayor aceptacion entre los encuestados.

Lim
8
Esp Ment
Acet-ilo Iso-M
Acet-Neo Neo-M
Pip-ona so-Tol
Pul

Iso-Tol Pip-ona Iso-Tol

3 Pul 4

Figura 4.10: Porcentaje relativo de los compuestos mayoritarios del AE en cuatro de las
familias mejoradas. Lim: limoneno, Ment: mentona, Iso-M: isomentona, Neo-M: neo-
mentol, Iso-Tol: isomentol, Pul: pulegona, Acet-Neo: acetato de neo mentilo, Acet-ilo:
acetato de mentilo, Esp: espatulenol.
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En la Tabla 4.2 se resumen las caracteristicas del aceite esencial de las cuatro
familias utilizadas para la evaluacién sensorial y su grado de aceptacién en las pruebas

sensoriales.

Tabla 4.2: Porcentajes de Mentona y Pulegona en Aceites esenciales (AE) de
cuatro muestras de familias selectas en Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling
“peperina” y categorias de aceptacion en evaluacion sensorial

Valores Medios de Frecuencias

Categoria Muestra = Familia relativas en AE
% Mentona % Pulegona
3=B 1=Flia 12 46,38 45,24
2=R 2=Flia 16 78,77 9,62
4=MB 3=Flia 5 14,72 29,78
1=M 4= Flia 17 16,27 73,59

La muestra 1 pertenece a la Familia 12, presentando en su aceite esencial
porcentajes de mentona y pulegona muy cercanos (46,38% y 45,24% respectivamente),
conformando estos dos compuestos mas del 90% del AE y recibiendo la valoracién

dentro de la categoria Bueno por parte de los evaluadores.

La muestra 2 pertenece a la Familia 16, presentando en su aceite esencial un
mayor porcentaje de mentona en relacion a pulegona (78,77% y 9,62%
respectivamente), conformando estos dos compuestos mas del 85% del AE y recibiendo

la valoracion dentro de la categoria Regular por parte de los evaluadores.

La muestra 3 pertenece a la Familia 5, identificandose en su aceite esencial una
mayor participacion de otros compuestos, presentando menores porcentajes de mentona
y pulegona (14,72% y 29,78% respectivamente), conformando estos dos compuestos el
45% del AE. En este caso, esta fue la muestra de mayor aceptacién, recibiendo la

valoracion dentro de la categoria Muy Bueno por parte de los evaluadores.

Finalmente, la muestra 4 pertenece a la Familia 17, mostrando su aceite esencial
un 73,59% de pulegona y 16,27% de mentona; siendo la muestra rechazada por los
evaluadores, recibiendo la valoracion dentro de la categoria Malo.
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CONCLUSIONES

El andlisis sensorial se transformd, en este caso, en una herramienta de suma
utilidad, dado que permitid encontrar atributos de valor importantes para los

consumidores, que seria muy dificil de medir de otra manera.

Todas las propiedades organolépticas evaluadas contribuyen a la calidad del
producto analizado y a partir de ellas fue posible determinar la definicion de aceptacion

0 rechazo de cada muestra para los consumidores.

Las muestra 1 y 3 fueron las de mayor aceptacion para los tres atributos
evaluados, presentando mayores valores de aceptacion en sus aceites esenciales y el

aroma de sus hojas.

La muestra 4 no tuvo aceptacion en su aceite esencial y en el aroma de las hojas,
presentando en estos dos atributos los menores valores de aceptacion evaluados. La
muestra 2, en cambio, presentd para los atributos mejor aceptacion, pero mostrando

valores intermedios entre las cuatro muestras, bajo las categorias de regular a bueno.

Solo para el color de hojas el grado de aprobacién fue similar en las cuatro

muestras en la categoria de bueno.

Al analizar la composicion de los aceites esenciales de las muestras evaluadas,
se concluye que es importante la relacion entre los dos compuestos principales del
aceite esencial de la peperina en la preferencia para el consumidor tradicional. A
proporciones semejantes de los compuestos mayoritarios, mentona y pulegona, pero en
presencia de mayor diversidad de compuestos, es el perfil de mayor aceptacion. En
cambio, a mayor proporcién del compuesto pulegona, en desmedro del compuesto
mentona, es el perfil rechazado por los evaluadores. Sin embargo, una alta proporcion
de mentona (tomando un aroma mas semejante a la menta), fue aceptada pero

considerada en la categoria regular.

Con respecto a los comentarios de los participantes de la evaluacién sensorial, se

plante6 que era una experiencia diferente, agradable e interesante.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES GENERALES

El proceso de mejoramiento de las plantas depende de la existencia de
variabilidad genética a partir de la cual se pueda realizar seleccion. En este caso,
poblaciones silvestres constituyeron la primera fuente de variabilidad genética junto a la
seleccion de individuos derivados del cultivar Champaqui-FCA preexistente. Con el
nuevo germoplasma obtenido se generd una poblacién de base genética amplia de
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling, que sirvid de poblacion inicial para el

proceso de seleccion propuesto en este trabajo.

Conjuntamente se herboriz6 e identificé material de cada lugar de recoleccion,

contandose con ejemplares patrones para futuras determinaciones.

Se inici6 la conservacién de germoplasma a largo y mediano plazo como una

estrategia de preservacion de la especie y fuente de genes para posteriores estudios.

Se caracterizaron fenotipicamente poblaciones silvestres de Peperina, situadas en
la zona de sierras de la Provincia de Cérdoba.

Se encontrd que las variables evaluadas tienen un importante grado de consenso

para explicar la variabilidad observada.

De manera general, los caracteres morfolégicos y quimicos evaluados en estas
poblaciones, mostraron que ain se mantienen rangos grandes de variacion en la especie,

dentro de las poblaciones silvestres, a pesar del impacto de la recoleccion.

Las caracteristicas ambientales de cada sitio de recoleccién y la variacién intra e
inter poblacional determinada, tanto en poblaciones silvestres como cultivadas,
permiten inferir una posible diferenciacion en ecotipos, como respuesta adaptativa de la

especie.
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La poblacion de base genética amplia generada mostrd variabilidad para los
caracteres evaluados y permitio definir los limites en cuanto a los caracteres criterio de
seleccion como rendimiento vegetativo, tolerancia a virus Cucumber mosaic virus

(CMV), rendimiento de aceites esenciales y respuesta al manejo cultural.

Se seleccionaron individuos que superaban la media poblacional del cultivar
Champaqui-FCA en los distintos caracteres estudiados.

La seleccion se orientd a los caracteres altura de planta, peso fresco, y area
foliar, ya que mayores valores implican mayor rendimiento tanto en material vegetal
como en aceites esenciales; y por otro lado hacia la composicion de ese aceite esencial

para una mejor aceptacién del usuario consumidor.

En una segunda instancia de seleccion, se caracterizd fenotipicamente 19

familias de peperina selectas y se determinaron sus parametros genéticos.

Se determind la existencia de variabilidad tanto entre familias como dentro de
cada una de ellas en distintas proporciones. Es de interés remarcar que los caracteres
componentes de rendimiento muestran en muchos ejemplares entre las distintas
familias, tanto en plantas adultas como en la etapa de plantin, valores medios superiores
en relacion a estos mismos caracteres en las poblaciones iniciales del cultivar
Champaqui-FCA.

En la produccion de plantines se verificé un gran porcentaje de germinacion en
condiciones de invernadero y se observd una buena respuesta en el desarrollo de las

plantulas en los primeros estadios.

La multiplicacion agdmica presento una gran variacion entre las PM selectas,

pudiéndose diferenciar algunas como poco adaptadas a este tipo de reproduccion.

Se constatd buena respuesta al cultivo en cuanto a produccion de biomasa por
planta. El peso fresco de plantas es un caracter importante para la determinacion del
rendimiento. En este caso quince familias mostraron un peso con un mérito genético
superior a la media inicial y sélo cuatro familias se diferenciaron con valores menores

(pero manteniéndose dentro del rango de variacion inicial).
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Se determinaron diferencias significativas entre familias para area foliar (AF) y
se encontraron en todos los casos valores superiores a la media de las plantas selectas

de la poblacién inicial.

El peso seco mostré diferencias significativas entre familias, y s6lo diez de ellas
con un merito genético superior a la media; presentando entre las familias un valor

medio inferior al de la poblacion inicial.

Se obtuvo una favorable respuesta en el mejoramiento del rendimiento de aceite
esencial mediante la seleccion basada en este caracter. Todas las familias selectas se
diferenciaron significativamente de la media general de la poblacion inicial. Al respecto
es de destacar la produccion de aceite esencial en las familias 5, 12, 16 y 17, cuyos
valores estuvieron muy por encima del promedio (1,68 %). Esta variable fue la de
mayor respuesta a la seleccion por lo que se infiere que es factible esperar avances en

nuevas poblaciones mejoradas.

El porte de las plantas no mostré capacidad discriminante entre los materiales,
ya que la totalidad de plantas que finalizaron su ciclo de cultivo, presentaron en todos

los ensayos el tipo de porte erecto.

En individuos de distintas familias, se observé la sintomatologia correspondiente
a la presencia del Cucumber mosaic virus (CMV), pero es de destacar que ante la
presencia del CMV se observo un comportamiento diferencial entre las familias, ya que
de las 19 familias evaluadas, s6lo 5 (cinco) de ellas manifestd la sintomatologia, pero en
ninguna familia las plantas derivadas de estacas de las plantas madres manifestaron la

virosis; lo cual evidencia una posible resistencia al virus.

En una tercera instancia de seleccion, siguiendo descriptores morfologicos, de
rendimiento, de tolerancia a virus (CMV) y de rendimiento en aceites esenciales, de las
19 Familias evaluadas, se descartaron siete familias (Familias 6, 7, 8, 10, 11, 13 y 18)
por presentar sintomas de virosis y/o por bajo porcentaje de supervivencia a campo. El
grupo de las 12 familias restante se utilizd para la extraccion de aceites esenciales y su

posterior caracterizacion.
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En las 12 Familias evaluadas, se identificaron distintos perfiles quimicos en el
aceite esencial. Al analizar la composicion de los aceites esenciales de las muestras
evaluadas, se concluye que es importante la relacién entre los dos compuestos
principales del aceite esencial de la peperina en la preferencia para el consumidor
tradicional. A proporciones semejantes de los compuestos mayoritarios, mentona y
pulegona, pero en presencia de mayor diversidad de compuestos; es el perfil de mayor
aceptacion. En cambio, a mayor proporcion del compuesto pulegona, en desmedro del
compuesto mentona, es el perfil rechazado por los evaluadores. Sin embargo, una alta
proporcion de mentona (tomando un aroma mas semejante a la menta), fue aceptada

pero considerada en la categoria regular.

En muestras de material vegetal seco, los evaluadores califican de mayor
importancia el aroma de la muestra, otorgando diferentes categorias de aceptacion a las
muestras, a diferencia del atributo color de hoja donde el porcentaje de grado de

aceptacion fue similar en todas las muestras promediando en la categoria de bueno.

En el conjunto de familias evaluadas, varias se destacan, ya sea por sus
caracteres componentes del rendimiento, como asi también en la composicién de sus
aceites esenciales, mostrando perfiles quimicos de interés, ya sea de acuerdo a la
evaluacion sensorial realizada, como asi también de acuerdo a la bibliografia que

presenta a la especie con bioactividad .

El proceso final de seleccidén se llevd a cabo sobre las familias selectas, tomando
como criterio de seleccion el resultado de la evaluacion sensorial (aceptacion o
rechazo), seleccionando entre los individuos que se destacaron por presentar valores
superiores en los caracteres morfoldgicos, resistencia al virus y rendimiento de aceites

esenciales, formando a partir de ellos las poblaciones mejoradas.

A partir de los caracteres cuantitativos y cualitativos evaluados fue posible
establecer las diferencias entre las 12 Familias selectas. Siendo el porcentaje de los
componentes mayoritarios, mentona y pulegona, en el aceite esencial, una de las
variables cuantitativas de mayor valor discriminante. En funcion de éstas variables, a

nivel quimico, las 12 Familias se diferenciaron en 4 grupos:

125



e Familias 1, 5, 15 y 19: perfil con proporciones semejantes de los compuestos
mayoritarios, mentona y pulegona, pero en presencia de mayor diversidad de

compuestos, no superando juntos el 50% del AE.

e Familias 2, 4, 12 y 14: perfil con proporciones semejantes de los compuestos

mayoritarios, mentona y pulegona, superando juntos el 80% dentro del AE.

e Familias 3, 9y 16: perfil con mayor proporcion de mentona.

Familia 17: perfil con mayor proporcién de pulegona.

La diferenciacion morfoldgica y quimica entre las distintas familias selectas
posibilita diferentes rumbos o destinos en la produccion.

De acuerdo al objetivo general propuesto, se pudo obtener por seleccion,
poblaciones mejoradas de Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling “peperina” en los
caracteres componente del rendimiento, tolerancia al virus (CMV) y rendimiento y
calidad de aceite esencial. Ademas, se corrobord la hipotesis planteada al observarse en

la progenie caracteres morfoldgicos y quimicos diferenciales.

A partir de estas poblaciones obtenidas, se espera favorecer el cultivo de la
especie y satisfacer las necesidades de los productores, la industria y la

comercializacion de la peperina.

Consideraciones particulares relacionadas con el ambito de las
Ciencias Agropecuarias

El mercado argentino de plantas medicinales, involucra una cantidad de
proveedores que mayormente basan su comercio en la actividad extractiva a partir de
ambientes naturales, mientras que el aprovisionamiento a través del cultivo representa
una fraccion menor del mismo. Esto plantea serios problemas: en primer lugar,
constituye un obstaculo para la estandarizacion del material comercializable, ya que las
fuentes de variabilidad para una misma especie son diversas; en segundo lugar,

representa una marcada presion sobre los ecosistemas naturales, llegando a generar
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notorios casos de completa eliminacion de poblaciones silvestres. Por lo tanto se vuelve
necesario poner en cultivo a las especies amenazadas y el mejoramiento genético que se
pueda realizar en estas especies, lleva a lograr productos de calidad y productividad, que
permiten una mejor insercion en el mercado. Ademas, por ser cultivos alternativos a
desarrollarse en pequefias superficies, es posible asegurar el desarrollo de regiones
tradicionalmente postergadas que poseen escasos recursos genuinos para generar

ingresos.

Teniendo en cuenta la demanda y la presion de extraccidn que tiene la peperina
silvestre, fundamentalmente en la provincia de Cdrdoba, se destacan las ventajas del
cultivo de una peperina mejorada y caracterizada, respecto a la recoleccion silvestre; ya
que un cultivo orientado, conociendo el material de partida, dara mejor respuesta a los
requerimientos industriales de calidad y estabilidad en cuanto a su rendimiento y
composicion quimica. El cultivo de este modo garantiza calidad en el producto final,
ademas de no atentar contra las poblaciones naturales.

Este proyecto de investigacion, permitié avanzar en el mejoramiento de la
especie sin perder los caracteres de interés agrondémicos fundamentalmente obtenidos en
los trabajos precedentes. El aporte de esta tesis radica en continuar el mejoramiento de
la especie a partir de un cultivar obtenido, mediante la reintroduccion de germoplasma
silvestre en un plan de mejoramiento, buscando obtener un producto de mayor calidad
organoléptica. Por otra parte, la evaluacion sensorial, es una metodologia novedosa en
este tipo de trabajo, que permitié involucrar en la temética a las comunidades de interés,
es decir personas relacionadas a la especie (recolectores, productores, consumidores)
logrando asi un producto mas aceptado por el mercado tradicional de consumo.
Ademas, este acercamiento, permitié lograr el interés de productores, a través de un

material vegetal con las caracteristicas adecuadas para el mercado.

En los Gltimos afos, avances en el conocimiento sobre la composicion quimica,
principios activos y actividad farmacologica de plantas aromaticas y medicinales, han
despertado un gran interés por estas especies. Especificamente en peperina, existen
numerosos estudios que muestran la importancia de la especie como recurso interesante
por sus propiedades biocidas e inmunoldgicas; por ello es importante el material en

estudio ya que muestra caracteristicas quimicas promisorias en este sentido.
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Finalizada esta instancia del trabajo de investigacion, se realizaron evaluaciones
de los distintos materiales obtenidos, analizando pautas para labores culturales, como
asi también datos de rendimiento de parcelas de cultivo que pueden servir de
informacidn preliminar para realizar a posterior, andlisis de rentabilidad y costos para la

explotacion de la especie segun diferentes fines o interés por parte de los productores.

Es importante el rol que cumple la Facultad de Ciencias Agropecuarias con este
tipo de trabajos, que dara respuesta a las necesidades de poner en cultivo la especie con
un material de caracteristicas destacadas. Por lo cual este trabajo, ademas de ampliar el
conocimiento sobre el cultivo de la peperina y analizar pardmetros productivos
obteniendo poblaciones superiores, permite la posibilidad de satisfacer las necesidades

de los productores, la industria y la comercializacion de la peperina.

Futuras lineas de investigacion

1. Continuar seleccionando materiales superiores en funcion de la calidad de sus
aceites esenciales y de su comportamiento agronémico para dar continuidad al
mejoramiento genético del cultivo orientado a diferentes destinos de produccion segun

las caracteristicas de interés.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de los materiales

obtenidos.

3. Evaluar la diversidad genética en clones de las diferentes lineas de peperina

evaluadas, mediante electroforesis de isoenzimas y marcadores moleculares.

4. Evaluar en pruebas in vitro la capacidad antimicrobiana, antiviral y/o efecto

insecticida de extractos y aceites esenciales de las distintas lineas de peperina obtenidas.

5. Llevar a cabo ensayos comparativos de rendimiento con el fin de continuar
con la seleccion de los materiales superiores segun calidad, produccion y caracteristicas

de AE en funcion de la interaccion con el ambiente.
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6. Llevar a cabo la inscripcion de cultivares y/o variedades de Minthostachys
verticillata (Griseb.) Epling “peperina” en el Instituto Nacional de Semillas (INASE).
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ANEXO 1

Encuesta Evaluacion Sensorial
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ENCUESTA ORGANOLEPTICA de PEPERINA

NOMBRE:

EDAD:

OCUPACION:

1- CONOCE LA PLANTA DE PEPERINA? Sl................ NO................56lo en Ramillete..........cccc.........
2- LA HA PROBADO O USADO ALGUNA VEZ?  Sl..cveeeveriereenen. NO oo eeeeee e seseees s eseaenes
¢EN QUE FORMA?:  Infusion......ccccooeeuveveeene, Mateueeeeeene. , Condimento........c.ccoveeeeeeneeencnns

e En los siguientes cuadros ubique cada muestra en la categoria que considere, utilizando una
X. CATEGORIAS: MB=Muy Buena, B=Buena, R= Regular, M=Mala

3- EN CUANTO AL COLOR DE LAS HOJAS:

Muestra | MB | B |R | M Muestra | MB | B | R | M Muestra | MB | B | R | M
1 5 9
2 6 10
3 7 11
4 8 12

4- EN CUANTO AL AROMA DE LAS HOIJAS:

Muestra | MB | B |R | M Muestra | MB | B | R | M Muestra | MB | B | R | M
1 5 9
2 6 10
3 7 11
4 8 12

5- EN CUANTO A LAS MUESTRAS DE ACEITE ESENCIAL (AE):

Muestra | MB | B |R | M Muestra | MB | B | R | M Muestra | MB | B | R | M
1 5 9
2 6 10
3 7 11
4 8 12

6-- éPODRIA ASOCIAR ALGUNA DE LAS MUESTRAS DE ACEITE CON MUESTRAS DE HOJAS?
¢CUALES?

ACEITE N°...c.oveneee. con MUESTRA N°.........cc....
ACEITE N°...c.oveneee. con MUESTRA N°.........cc....
ACEITE N°...c.oveeee. con MUESTRA N°.........cc....

A\ U s W ol s V=T o] =Y [o X PSR
Muchas Gracias por su participacion.
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FE DE ERRATAS

RESUMEN. Donde dice: “Para algunos de los caracteres se estimaron
valores de heredabilidad en sentido amplio entre un 25 y un 44%,
encontrandose ademas en varios de los caracteres evaluados, valores
superiores a la media de las plantas selectas de la poblacion inicial”

Debe decir: “Para algunos de los caracteres se estimaron valores de
heredabilidad en sentido amplio entre 43 y 76%, encontrandose ademas en
varios de los caracteres evaluados, valores superiores a la media de las plantas
selectas de la poblacion inicial.”

ABSTRACT. Donde dice: “For some of these traits, values of broad-sense
heritability were ranged between 24 and 44%, and values higher than the
average of selected plants of the initial population were found in several of the
characters evaluated.”

Debe decir: “For some of these traits, values of broad-sense heritability were
ranged between 43 and 76%, and values higher than the average of selected
plants of the initial population were found in several of the characters
evaluated.”

Pag. 89. Donde dice: “La heredabilidad en sentido amplio vari6 entre 0,19 y
0,43”; Debe decir: “La heredabilidad en sentido amplio varié entre 0,43 y
0,76”.

Pag. 90. Donde dice:

Tabla 3.3: Heredabilidad de los caracteres productivos y varianzas que lo
determinan: Varianzas genética, ambiental y Heredabilidad en sentido
amplio.

Variable Variar}za Vaﬁm Herfzdabilida.d
Genética Ambiental sentido amplio

PS 611,99 2478,09 0,19

Altura 217,63 282,26 0,44

N°R 142,47 409,53 0,26

PF 5171,66 7655,70 0,40

Peso Seco (PS), Longitud de rama mas larga (Altura), Namero de ramas (N° R) y Peso fresco (PF).

Debe decir:

Tabla 3.3: Heredabilidad de los caracteres productivos y varianzas que lo
determinan: Varianzas genética, ambiental y Heredabilidad en sentido
amplio.

Fariakis Vaﬁm Varianza Heredabilida.d
Genética Ambiental sentido amplio

PS 6425,72 2478,09 0,72

Alt. 232,58 282,26 0,45

N°R 217,63 282,26 0,43

PF 541,09 208,03 0,72

Rto. AE 2,2486 0,7098 0,76

Peso Seco (PS), Longitud de rama mas larga (Alt.), Namero de ramas (N° R), Peso fresco (PF) y
Rendimiento Aceite Esencial (Rto. AE).



