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Presentacion

Las plantas arométicas han jugado un papel importante a lo largo de la historia,
pues se han utilizado en una gran cantidad de formas y preparaciones, desde
la alimentacion y la medicina hasta la cosmética y diversos usos industriales. En
la produccion de algunas plantas como la menta, se estima que del volumen
exportado queda en el campo un material que puede superar, segln la época
del ano, un 40 % de la biomasa total producida, debido a que no cumple con
la calidad requerida por los importadores. Este subproducto, coproducto o
biomasa sobrante en el proceso de cultivo se considera una materia prima que
puede transformarse, por lo que representa una fuente de ingreso adicional
para las explotaciones de menta.

En el sistemna de produccién de las arométicas en Colombia, se han identificado
problemas en los diferentes eslabones de la cadena, desde la seleccién de las
especies a trabajar, el establecimiento y manejo del sistema productivo, hasta
los procesos de transformacion y tecnologia para el desarrollo de nuevos
productos, debido principalmente a la falta de generaciéon de conocimiento
como base para el desarrollo de recomendaciones y tecnologfas.

En tal sentido, la Gobernacion de Antioquia propuso la Convocatoria Regional
de Investigacién, en el marco del FNCTel del SGR, definida en la Resolucién
048 del 3 de febrero de 2016, por la cual se adoptaron las propuestas tipo para
presentacion de proyectos de inversion en Ciencia, Tecnologfa e Innovacion,
las cuales cerraran brechas tecnoldgicas en las siguientes cadenas productivas
priorizadas: aguacate, cacao, caucho, forestal, oleaginosas, papa, platano, plantas
aromaticas, medicinales y/o condimentarias, pifia y piscicultura.

En este contexto, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural de Antioquia,
mediante el Convenio Especial de Cooperacion n® 779 de 2017 con Colcien-
cias (hoy Minciencias), ejecutd 23 proyectos de investigacion cientifica para el
cierre de brechas tecnolégicas agropecuarias, entre los cuales se encuentra el
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proyecto de investigacion “Desarrollo agroindustrial de las plantas arométicas
y condimentarias en el departamento de Antioquia, mediante generacion de
valor agregado para segundos usos de interés industrial como contribucion al
cierre de brechas: aplicacion en el sistema de produccién de menta (Mentha
spp.)’, ejecutado por la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AcRosAVIA), en alianza con la Universidad de Antioquia, la Universidad Catolica
de Oriente, Fresherbs E. U, Empaquetados El Trece SAS. e Hiplantro, y con
el cual se avanzod en la generacion de valor agregado para el sistema de
produccién de menta, con recomendaciones tecnolégicas del cultivo y un
desarrollo agroindustrial, mediante segundos usos de aplicacion y a través de
los subproductos de la produccion en el departamento de Antioquia.

Con el desarrollo de este tipo de iniciativas, se busca aprovechar el potencial
que tiene Colombia, y particularmente Antioquia, en el sisterna productivo
de menta para obtener materia prima de calidad, tanto en fresco como en
bioproductos, que se importan en la actualidad. Con ello, ademas, se pretende
contribuir a la sostenibilidad del cultivo, generar cohesion de la cadena de las
plantas aromaticas medicinales condimentarias y afines (PAMCyA) e impulsar
el empoderamiento de los actores locales en el Oriente antioquefio y otras
zonas productoras de menta en el pais.

Los resultados del proyecto contribuyen a reducir brechas tecnolégicas en todo
el sisterna productivo de la menta, al articular éreas como genética, nutricion
de la planta, manejo sanitario (plagas y enfermedades), cosecha, poscosecha
y agroindustria. La oferta de resultados se realiza conforme con los lineamien-
tos de las Buenas Précticas de Agricultura (BPA) vy las Buenas Préacticas de
Manufactura (BPM), las cuales se deben implementar y estan acordes con los
lineamientos de la economia circular.

Héctor Fabian Betancur Montoya

Secretario de Agricultura y Desarrollo Rural de Antioquia

Juan Mauricio Rojas A.

Director del Centro de Investigacién La Selva de AGrosAvIA



Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 80 % de la poblacion
mundial utiliza plantas medicinales para la atenciéon primaria de la salud. Segin
Procolombia, en Colombia hay aproximadamente 400 especies, entre las
cuales se destacan la albahaca, la menta, el cebollin, el tomillo v el romero,
cuyo volumen de exportacion alcanzd en 2020 unas 9300 t, con un valor de
36,4 millones de dolares (Osorio, 20217,

Como parte de las denominadas plantas arométicas, medicinales, condi-
mentarias y afines (PAMCyA), el sistemna productivo de menta en Antioquia,
especialmente en la subregion del Oriente antioquerfio, es importante debido
a la generacion de empleo vy divisas exportables. No obstante, presenta una
serie de limitantes de indole agrondmica vy agroindustrial que hacen que los
productores dejen de recibir mayores utilidades.

Aunque la demanda de productos elaborados a base de plantas PAMCyA
ha aumentado considerablemente en términos de mercado y exportaciones,
también existe un impacto ambiental negativo durante los procesos productivos,
causado por la generacion de subproductos, principalmente desechos solidos,
al no aprovechar partes de la planta que no se comercializan y se convierten en
fuentes de contaminacién o biomasa excedentaria. Esta situacion ha motivado
el interés por el uso de subproductos en diferentes areas, principalmente la
bUsqueda de nuevas tecnologias que los utilicen en la producciéon de materias
primas con valor agregado, que contribuyan a la reduccién de costos v la
reduccion del impacto ambiental. En el caso de Mentha spicata L, el mercado
actual y su inminente crecimiento representan problemas de generacion de
subproductos a lo largo de la cadena productiva, lo que hace que no todo el
material recolectado sea comercializado en su totalidad y se generen residuos
de aproximadamente un 40 %.

1 Ver https://www.analdex.org/2021/10/20/informe-exportaciones-de-hierbas-aromaticas/
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Este documento presenta avances que permiten cerrar brechas tecnolégicas
en la produccion primaria del cultivo, tales como la falta de identidad genética
del material plantado, problemas fitosanitarios y practicas no estandarizadas
de fertilizacion, con un énfasis especial en el aprovechamiento de los subpro-
ductos como una nueva fuente de ingresos para los cultivadores de menta en
el Oriente antioquerio.

Para ello, se determind la naturaleza genética del material de menta y se
identificod la especie Mentha spicata L. como el material plantado en el Oriente
antioquefio con fines de exportacién o para mercado nacional. Esta informacion
es importante para establecer la ficha técnica de la menta y con ello respaldar
la identidad genética de la especie ante las entidades sanitarias de los paises
importadores. Con el conocimiento del material genético y ante el riesgo que
genera el empleo actual del material de siembra por parte de los productores
en la transmisién de enfermades, se desarrolld un modelo de reproduccion de
semillas de calidad mediante técnicas de cultivo de meristemos in vitro para la
propagacion clonal de plantas libres de patégenos como los virus Rhizoctonia
sp. y Fusarium sp. lo que permiti® que la Universidad Catdlica de Oriente
(UCQ), a través de la Unidad de Biotecnologia, adquiriera las capacidades para
ofertar plantas madre de Mentha spicata a los productores. Ademés, con el
desarrollo de los protocolos para el diagndstico de enfermedades virales, a
través del laboratorio de sanidad vegetal de la UCO, se ofrece a la region el
servicio de apoyo a los productores de la cadena de PAMCYA.

Un aspecto que se debe tener en cuenta para la exportacion del producto son
los limites méximos de residuos de plaguicidas, aunado a los pocos productos
agroquimicos licenciados para el uso en las PAMCyA. En este sentido, se
ofrece una alternativa promisoria —que debe ser objeto de estudios comple-
mentarios—, a través del empleo de menta con microorganismos endéfitos
como Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum, que mejoran la tolerancia a
problemas fitosanitarios como la pudricion por Rhizoctonia sp. tiene efectos
positivos en el crecimiento de las plantas e incrementa los contenidos de
polifenoles totales y cido rosmarinico, metabolitos importantes para la industria
de alimentos, farmacéutica y cosmética. En el aspecto de plagas, se brindan
alternativas de manejo para ser estudiadas por los productores mediante la
estrategia de manejo integrado de plagas, a partir de un monitoreo permanente,
lo que contribuye al uso racional de los insumos de sintesis quimica a favor
de insumos de sintesis bioldgica. Es fundamental considerar la racionalizacion
de la fertilizacion quimica, orgénica y bioldgica segln los requerimientos de la
planta, con miras a obtener producciones rentables y conservar el suelo.



La riqueza fitoquimica del subproducto generado por este sistema productivo
es igual al material comercializado para exportacion, o que brinda la posibilidad
de agregar valor a la produccion, al desarrollar ingredientes naturales de interés
en la industria alimentaria que sean atractivos para su Utilizacion biofuncional
y ademaés cuenten con las caracteristicas organolépticas de la menta. Estas
particularidades generan riqueza e innovacion tecnolégica para el territorio y
le dan a la produccién un enfoque de economia circular, ademas de disminuir
el 50 % de los desperdicios de menta en los cultivos y méas del 90 % en las
comercializadoras que acondicionan el follaje para exportacion.

El desarrollo de productos de alto valor agregado fortalece la formalizacion de
empresas de base tecnoldgica en la regién destinadas a la obtencion de bioin-
gredientes y consolida procesos de las biorrefinerias locales. Estos desarrollos
cuentan con capacidad local instalada y el acompanamiento de las entidades
gubernamentales y de investigacion para que las asociaciones de productores
puedan escalar sus procesos tecnologicos con base en los resultados del
proyecto.






Capitulo I. Recursos genéticos

Variacion somaclonal en menta (Mentha L.)

Luis Felipe Lopez Hernandez y Andrés Javier Cortés Vera
Mensajes clave sobre la variacion somaclonal en menta:

 La variacion somaclonal es todo aquel polimorfismo genético que no se da
por mutacion en las células germinales sino por mutacion en la linea somética.

e Lamenta es una hierba fuertemente perfumada de la familia Lamiaceae, que se
cultiva principalmente por propagacion clonal, lo que la hace una especie valiosa
para el estudio de variantes somaclonales y sus consecuencias fenotipicas.

« Las introducciones recientes de pocas especies de menta en Ameérica del
Sur, seguidas de una propagacion clonal desenfrenada, hacen que esta re-
gion sea ideal para estudiar el alcance de la diversidad genética somaclonal.

 Este capitulo caracteriza la diversidad somaclonal codificante de la menta
en el norte de los Andes, para identificar si hablan surgido variaciones
somaclonales a pesar de introducciones relativamente recientes.

« Un total de 29 materiales colectados en granjas de exportacion de menta,
cultivada por propagacion clonal en Antioquia (Colombia), han sido geno-
tipificados via RNAseq.

e La captura de 2033 loci en 912 transcritos a profundidad de 20X fue
efectuada mediante la combinacion de protocolos GATK4 + Trinity.

e Apartir de los 2033 loci se realizd un anélisis de distancia por UPGMA con
10.000 bootstrap vy los algoritmos de agrupamiento de machine learning;
K-means y AGNES, y se identificaron tres grupos genéticos para M. spicata
y Un grupo genético para M. piperita.

« Lo anterior muestra que el origen de la M. spicata que se cultiva en la region
del Oriente antioquefio para exportacion y consumo local tiene posiblemente
dos ancestrias que se propagaron clonalmente por la zona.

e Uno de los origenes de M. spicata presentd mayor estructura poblacional
que el otro, lo que sugiere que posiblemente existan presiones ambientales o
antropoldgicas que intervinieron en la fragmentacion de este grupo genético
en la region.
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La tasa, el alcance y la arquitectura de las mutaciones de novo, asi como las
variaciones somaclonales, han sido durante mucho tiempo preguntas intrigantes
en la evolucion molecular. Las caracteristicas gendémicas v las restricciones
cromosodmicas son determinantes en el conocimiento de estos niveles ocultos
de variacion genética. Los reordenamientos de segregacion inusuales v los
altos niveles de ploidia también se consideran potenciadores de la diversidad
de nucledtidos en escalas de tiempo evolutivo.

Sin embargo, las variaciones somaclonales en periodos de tiempo mas su-
perficiales siguen siendo esquivas (Plomion et al, 2018), debido en parte a
SU supuesta rareza y a la dificultad para identificarlas. Ademés, a menudo se
supone que son neutrales vy su valor adaptativo potencial rara vez se ha probado.

El uso de informacion transcriptémica hace posible a una mayor resolucion
capturar la variacion somaclonal en variantes alélicas. Estudios comparativos
como el de Zhao et al. (2019) sugieren que el sisterna més eficaz de recons-
truir la matriz de variantes alélicas, a partir de la secuenciaciéon de RNA, es
la integracion de los algoritmos Trinity como ensamblador de novo y GATK
(Genome Analysis Toolkit) como protocolo de llamado de SNPs. La ejecucion
del protocolo integrado Trinity + GATK recuperd SNPs con una precision del
100 % en casos de melocotdon y mandarina, y fue la primera vez en ser probado
para hierbas perfumadas como la menta.

Los cultivos mantenidos por propagacion clonal constituyen campos de juego
experimentales Unicos para apuntar a variantes somaclonales y explorar sus
consecuencias fenotipicas. En particular, las especies que se cultivan por sus
drganos no reproductivos tienen graves interrupciones en sus sistemas de
floracion vy fructificacion, lo que hace que la clonalidad sea una estrategia de
propagacion obligatoria. La menta, una hierba fuertemente perfumada de la
familia Lamiaceae, es un ejemplo de esto. Varias especies se han utilizado
durante siglos con fines medicinales y gastronémicos, incluyendo alrededor de
30 especies y especies hibridas que se distribuyen alrededor del globo (Vining
et al, 2020). Més alla de su uso como hierbas, especias y para necesidades
farmacéuticas, la destilacion de aceites esenciales de la menta comercial (men-
tol) es hoy en dia un producto econémico mundial. Sin embargo, el potencial
bioecondémico de la menta sigue siendo enorme, debido a los metabolitos
secundarios y los usos novedosos que aun no se han descubierto.

A pesar del area de distribucién nativa cosmopolita de la menta, el Unico
subcontinente donde tuvieron que introducirse como parte del intercambio
colombino fue América del Sur. Las introducciones recientes de pocas especies
de menta, seguidas de una propagacion clonal desenfrenada, hacen de esta



Capitulo I. Recursos genéticos

region un escenario ideal para estudiar el alcance de la diversidad genética
somaclonal Por lo tanto, se caracteriza la diversidad somaclonal codificante de
la menta en el norte de los Andes, para abordar las siguientes preguntas: sHa-
bian surgido variaciones somaclonales a pesar de introducciones relativamente
recientes? sEn qué medida albergan potencialmente consecuencias fenotipicas?

Herramientas para el estudio de la variacion
somaclonal

A partir del recurso genético de menta en el noroeste de los Andes, se de-
sarrolld una investigacion para el estudio de la variacion somaclonal con 38
materiales colectados en 14 fincas productoras en la regién del oriente del
departamento de Antioquia (Colombia), entre septiembre y diciembre de 2019,
y bajo condiciones protegidas y de libre exposicion. De los 38 materiales colec-
tados, 36 correspondian a Mentha spicata 'y 2 a Mentha piperita.

Personal especializado de la Universidad Catdlica de Oriente (UCO) y productores
de cada predio identificaron los materiales en cada especie. Las muestras colecta-
das consistieron en tallos con raices, las cuales fueron entregadas a la UCO para
su reproduccion clonal, con el fin de disponer de suficiente material endurecido
para su procesamiento por secuenciacion de ARN (ARNseq), en conjunto con
la coleccion de referencia de la UCO para las especies mencionadas.

Estudio de la diversidad transcriptémica de la menta

Con el fin de recuperar la mayor cantidad vy calidad de RNA de la menta
colectada, se realizd un experimento comparativo de protocolos de extrac-
cion. Se efectuaron seis protocolos diferentes de extraccion de RNA, en el
laboratorio de genética molecular del Centro de Investigacion Tibaitatad de
AcrosAVIA (Mosquera, Colombia), en dos muestras aleatorias de M. piperita 'y
M. spicata, ademés de las referencias proporcionadas por la UCO para las
mismas especies. Los protocolos evaluados fueron: 1) casero Agrosavia; 2)
casero Agrosavia, modificado en volimenes y tiempo; 3) casero Agrosavia con
variaciones para especies con altos contenidos de polisacaridos y polifenoles;
4) casero Agrosavia con Trizol; 5) kit comercial Qiagen RNeasy Plant Mini Kit,
y 6) kit comercial Qiagen RNeasy Plant Mini Kit con Trizol. El ARN gendmico
se extrajo a 29 individuos a partir de las hojas de las muestras almacenadas
a -80 °C, mediante el kit de extraccién comercial de ARN Qiagen RNeasy
Plant Mini Kit. La cuantificacion de ADN extraido se realizd por método de
espectrofotometria con el equipo Nanodrop® 2000 (Thermo Fischer Scientific,
Estados Unidos), y por método fluorimétrico con el fluorometro Qubit® dsDNA
HS (Life Technologies, Suecia). La construccion de librerias se realizé a partir
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del kit Sure Select Strand-Specific RNA® para secuenciacion multiplexada por
llumina® Las librerfas se cuantificaron por medio del método fluorimétrico
en el fluorometro Qubit® dsDNA HS. La concentracion y los tamanos de los
fragmentos de las librerfas de cDNA se evaluaron en el equipo TapeStation
4200° (Agilent Technologies, Estados Unidos) vy el kit High Sensitivity D1000.
Las secuencias de ADN fueron obtenidas mediante el secuenciador Hiseq
de Illumina 2500 (Macrogen, Corea del Sur) en un solo sentido (single-end).

Con el fin de depurar los datos de la secuenciacion de RNAseq, se corrié una
rutina automatizada usando el programa Trimmomatic (Bolger et al, 2014) con
los paréametros principales: ILLUMINACLIPTruSeq3-SE2:30710, ventana SLIDIN-
GWINDOW:4:20 y MINLENS0. Posteriormente, se realizd un anélisis de la calidad
de los archivos fastg mediante el programa FastQC (Andrews, 2010), a través
de la codificacion 19 de lllumina. Estudios comparativos como el de Zhao et al.
(2019) sugieren que el sisterna més eficaz para reconstruir la matriz de variantes
gendmicas informativas (SNPs), a partir de RNAseq, es la integracion de los
algoritmos Trinity + GATK. De este modo, se obtuvo el transcriptoma de novo de
las 29 muestras de menta por medio del programa Trinity (Grabherr et al, 2071)
en la plataforma en el proyecto Galaxy version 2971 (Afgan et al, 2018).

El supertranscrito es Util al ser una referencia para mapear lecturas e identificar
polimorfismos alélicos en el contexto de ensamblaje de novo sin genoma de
referencia. Un supertranscrito se construye colapsando regiones de secuencias
Unicas y comunes entre isoformas de empalme en una sola secuencia lineal
(Davidson et al, 2077). De este modo, en la misma plataforma Galaxy versién
297 (Afgan et al, 2018), se obtuvo el supertranscrito mediante Trinity para ser
usado como referencia en el protocolo de llamado de variantes de GATK4.
Con el fin de identificar polimorfismos alélicos entre las 29 muestras de menta,
se construyd un script para automatizar el proceso de llamado de variantes
con la funcion Haplotype Caller del protocolo GATK4 (McKenna et al. 2010)
con BWA-MEM  Los estadisticos del mapeo se obtuvieron a partir de la funcion
flagstat (Li et al, 2009) en la plataforma Samtools 19, en el proyecto Galaxy
version 2.0.3 (Afgan et al, 2018). La matriz de SNPs se filtrd usando el programa
Tassel 5.2.78 (Bradbury et al, 2007), a una profundidad de 20X y porcentaje
de datos perdidos por loci de 96 %.

A partir de la identificacion de polimorfismos alélicos consolidados en una
matriz de SNPs, se realizd un anélisis de reduccion dimensional lineal por
componentes principales moleculares PCA con la funcién glPca del paquete
R adegenet 214 (Jombart, 2008). Posteriormente, con el fin de encontrar
una subestructura en los conjuntos de Mentha spicata y Mentha piperita,
se realizd un agrupamiento particional y jerarquico a partir de las variables
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reducidas. Paralelamente, se corrid un proceso de validacion de clustering
por medio de la funcién optCluster del paquete R optCluster (Sekula et al,
2017), una version optimizada de la funcion clValid (Brock et al. 2008). Los
algoritmos comparados en optCluster fueron los algoritmos particionales:
K-means (MacQueen, 1967, Lloyd, 1982) y k-medoids (Kaufman & Rousseeuw,
2009); los algoritmos jerarquicos: AGNES (AGglomerative NESting) v DIANA
(Divisive analysis) (Kaufman & Rousseeuw, 2009). Los métodos de validacion
usados en optCluster fueron algoritrmo genético y entropia cruzada. También se
ejecutd un algoritmo usado ampliamente en ciencia de datos para validacion de
clustering llamado NbClust (Charrad et al. 2014). Por otro lado, se reconstruyd
un dendograma UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) con muestreo aleatorio bootstrap de 10.000 réplicas con la funcion
aboot del paquete R poppr (Kamvar et al, 2014).

Recomendaciones para optimizar perfiles de ARN

Los 38 materiales colectados vy las referencias de M. piperita y M. spicata
se llevaron al invernadero de la UCO para aclimatacion homogénea en las
mismas presiones ambientales de humedad y temperatura por un periodo de
nueve meses. La Unidad de Sanidad Vegetal reportd que todos los materiales
se encontraban en estado ¢ptimo de conservacion y propagados clonalmente
para disponer de suficiente material foliar para la preparacion de librerfas.

De los seis protocolos realizados a las muestras de menta, el kit comercial
Qiagen® RNeasy Plant Mini Kit permitié obtener una mejor calidad de concen-
tracion y relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/230. Posteriormente,
se realizo la extraccion de RNA mediante kit comercial a los 29 materiales en
estado 6ptimo de conservacion, donde se encontrd una concentracion media
de ARN (ug/ul) de 9220206897 (IC: 236,5158607), usando Nanodrop®,
concentracion media Qubit® (ug/ul) de 94,79172414 (IC: 8,775199689), re-
lacion media A260/280 de 211034483 (IC. 0,016035813) vy relacion media
A260/230 de 2014827586 (IC: 0,228618311).

Las 29 librerias genéticas construidas para secuenciacion presentaron una
concentracion media Qubit® (ug/ul) de 1877241379 (IC: 5542889311), un
tamano medio de fragmento (bp) de 2826551724 (IC: 3,099013281) y una
cuantificacion media TapeStation® de 9996206897 nM (IC: 2916482462).
Los electroferogramas para cada material sugirieron la distribucion de los
fragmentos con picos definidos, sin presencia de contaminantes. La informacion
genética de todas las muestras se componia de secuencias con score mayor a
30 usando la codificacion 19 de lllumina, sin presencia de adaptadores, y con
altos porcentajes de duplicacion y desviacion de GC, lo que era de esperarse
en datos RNAseq.



20

Produccién de menta (Mentha spicata L.) y su aprovechamiento agroindustrial

El ensamblaje del transcriptoma sin genoma de referencia mediante Trinity, a
partir de todos los fastqc depurados, se compone de 509.754 transcritos con
una longitud media de 5579 pb, minima de 178 pb, méxima de 12186 pb vy
porcentaje GC de 43,2 %. El transcriptoma presenta isoformas de empalme
que podrian incrementar la tasa de falsos positivos en el llamado de variantes
alélicas. Asi, a partir del transcriptoma vy los fastqc depurados, se construyd un
supertranscrito que colapsa regiones de secuencias Unicas y comunes entre
isoformas de empalme en una sola secuencia lineal. El supertranscrito se
compone de 352512 transcritos con una longitud media de 472,2 pb, minima
de 201 pb, maxima de 15.7/65pb y porcentaje GC de 431 %.

Variacion somaclonal revela grupos cripticos en menta

A partir de la informacién transcriptémica de los 29 materiales de menta, se
obtuvo una matriz de variantes alélicas del supertranscrito construido a partir
del mismo set de trabajo, usando la combinacion de protocolos GATK + Trinity,
dedicados a datos RNAseq para llamado de SNPs.

A partir de la informacion de variantes alélicas, también se hizo un anélisis de
reduccion dimensional lineal por componentes principales como entrada a
algoritmos de agrupamiento (por ejemplo, k-means, k-medoids v jerérquicos),
asf como andlisis de distancia para visualizacion por dendograma. Todos los
algoritmos muestran ampliamente la diferencia entre materiales de M. piperita
y M. spicata, lo que comprueba el uso de M. piperita como control para la
exploracion de la diversidad genética de M. spicata. El anélisis de bUsqueda de
numero dptimo de cluster y el dendograma por UPGMA sugieren la presencia
de tres posibles grupos de M. spicata y uno de M. piperita.

Siguiendo el protocolo GATK4, se desarrollé un script para automatizar el pro-
ceso para su reproduccion. De los 29 materiales, se tuvo una media global de
15588705 (IC: 1.368.899) de lecturas, de las cuales se mapearon un total de
15136482 (IC: 1403.825), lo que sugiere un porcentaje de mapeo del 96,81 %.
Se presentd un alto contenido de lecturas duplicadas en el mapeo, con un
promedio de 11257168 (IC: 1166.846). Al ser removidos en el protocolo GATK4,
se obtuvo un promedio de 3.879.314 (IC: 293.552) lecturas sin duplicados para
el conjunto de 29 materiales. Finalmente, se obtuvo una matriz de variantes
alélicas de 2033 loci en 912 transcritos para las 29 muestras, a profundidad
de 20Xy porcentaje de datos perdidos por loci de 96 %.

Con el fin de explorar la variabilidad genética de la menta que actualmente se
produce en el Oriente antioqueno, se realizd un andlisis de agrupamiento via
PCA y agrupamiento por distancias genéticas mediante UPGMA.
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A partir de los 2033 loci distribuidos en 912 transcritos, se hizo una reduccién
dimensional de componentes principales, donde el primer componente explica
el 58552 % de la varianza, el segundo componente, un 22,274 % v el tercero,
un 11,283 %. A partir de los tres primeros componentes principales (92,109 %),
se corri6 el andlisis de validacion de clustering, donde los algoritrnos NbClust
y optCluster;, validados por algoritmo genético y entropia cruzada, sugirieron
un total de cuatro clusteres.

Por otro lado, los mejores algoritmos de reconstruccién del agrupamiento
fueron K-means y AGNES, los cuales generaron la misma organizacion de
muestras. Finalmente, el enfoque UPGMA muestra cuatro grupos diferencia-
dos por bootstrap, tal como se dispone en la figura 11. En los cuatro grupos
genéticos obtenidos por enfoques de algoritmos de agrupamiento particional
y por distancia genética, se mostré que el grupo M. piperita estéd ampliamente
diferenciado del resto. Los grupos restantes son todos M. spicata, que se dividen
en tres grupos (A, By C), donde A vy B tiene muy poca divergencia frente al
primer componente y estan distantes frente a C, por el segundo.
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Figura 1.1. Dendograma reconstruido por UPGMA, a partir de los 2.033 loci distribuidos en 912 transcritos,
con metodologia de validacion por remuestreo aleatorio bootstrap, con 10.000 iteraciones, basados en la
distancia de Nei. Se evidencia la presencia de cuatro grupos genéticos validados por bootstrap de 100 %.

Fuente: Elaboracion propia
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Conclusiones

El origen de la menta que se cultiva en la region oriente de Antioquia para
exportacion y consumo local tiene posiblemente dos origenes, tal vez debido
a su propagacion clonal por toda la zona productiva.

Uno de los posibles origenes de M. spicata presentd mayor estructura pobla-
cional que el otro, lo que sugiere presiones ambientales o antropolégicas que
intervinieron en la fragmentacién de este grupo genético.

Referencias

Afgan, E, Baker, D, Batut, B, Van Den Beek, M., Bouvier, D, Cech, M, Chilton, J, Clemnents, D,
Coraor, N, Gruning, B. A, Guerler, A, Hillman-Jackson, J, Hiltemann, S, Jalili, V, Rasche,
H. Soranzo, N, Goecks, J, Taylor, J, Nekrutenko, A, & Blankenberg, D. (2018). The Galaxy
platform for accessible, reproducible and collaborative biomedical analyses: 2018 update.
Nucleic Acids Research, 46(W1), W537-W544. https://doi.org/10.1093/nar/gky379

Andrews, S, Krueger, F, Segonds-Pichon, A, Biggins, L, Krueger, C, & Wingett, S. (2010).
FastQC. A quality control tool for high throughput sequence data. Babraham Bioinfor-
matics, 370.

Bolger, A. M., Lohse, M, & Usadel, B. (2014). Trimmomatic: a flexible trimmer for lllumina
sequence data. Bioinformatics, 30(15), 2114-2120. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/
btu170

Bradbury, P J., Zhang, Z, Kroon, D. E, Casstevens, T. M, Ramdoss, Y, & Buckler, E. S (2007).
TASSEL: software for association mapping of complex traits in diverse samples. Bioinfor-
matics, 23(19), 2633-2635. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm308

Brock, G, Pihur, V, Datta, S, & Datta, S. (2008). clValid: An R package for cluster validation.
Journal of Statistical Software, 25, 1-22. https://www.jstatsoft.org/article/view/v025i04

Charrad, M. Ghazzali, N, Boiteau, V, Niknafs, A, & Charrad, M. M. (2014). Package nbclust’
Journal of Statistical Software, 61, 1-36. https://www.jstatsoft.org/article/view/vO61i06

Davidson, N. M, Hawkins, A. D, & Oshlack, A. (2017). SuperTranscripts: A data driven reference
for analysis and visualisation of transcriptornes. Genome Biology, 18(1), 1-10. https://
genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-017-1284-1

Grabherr, M. G, Haas, B. J, Yassour, M, Levin, J. Z, Thompson, D. A, Amit, I, Adiconis, X, Fan,
L., Raychowdhury, R, Zeng, Q. Chen, Z, Mauceli, E, Hacohen, N, Gnirke, A, Rhind, N, Di
Palma, F, Birren, B. W, Nusbaum, C., Lindblad-Toh, K., Friedman, N., & Regev, A. (2011).
Full-length transcriptome assembly from RNA-Seq data without a reference genome.
Nature Biotechnology, 29(7), 644-652.


https://doi.org/10.1093/nar/gky379
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu170
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu170
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm308
https://www.jstatsoft.org/article/view/v025i04
https://www.jstatsoft.org/article/view/v061i06
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-017-1284-1
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-017-1284-1

Capitulo I. Recursos genéticos

Jombart, T (2008). Adegenet: a R package for the multivariate analysis of genetic markers.
Bioinformatics, 24(11), 1403-1405. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btn129

Kamvar, Z. N, Tabima, J. F, & Grunwald, N. J. (2014). Poppr: an R package for genetic analysis
of populations with clonal, partially clonal, and/or sexual reproduction. Peer). 2, e281.
https://peerj.com/articles/281/

Kaufman, L., & Rousseeuw, P J. (2009). Finding groups in data: an introduction to cluster
analysis (Vol. 344). John Wiley & Sons.

Li, H, Handsaker, B, Wysoker, A, Fennell, T, Ruan, J, Homer, N, & Durbin, R. (2009). The
sequence alignment/map format and SAMtools. Bioinformatics, 25(16), 2078-2079.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp352

Lloyd, S. P (1982). Least-Squares Quantization in PCM. [EEE Transactions on Information
Theory, 28, 129-137

MacQueen, J. B. (1967). Some methods for classification and analysis of multivariate ob-
servations. Proceedings of 5th Berkeley Symposium on Mathematical Statistics and
Probability. University of California Press.

McKenna, A, Hanna, M, Banks, £, Sivachenko, A, Cibulskis, K, Kernytsky, A, Garimella, K,
Altshuler, D, Gabriel, S, Daly, M., & DePristo, M. A. (2010). The genome analysis toolkit:
a MapReduce framework for analyzing next-generation DNA sequencing data. Genome
Research, 20(9), 1297-1303. https://genome.cshlp.org/content/20/9/1297full pdf

Plomion, C, Aury, J. M, Amselem, J, Leroy, T, Murat, F, Duplessis, S, Faye, S., Francillonne, N,
Labadie, K, Le Provost, G, Lesur, |, Bartholomé, J, Faivre-Rampant, P, Kohler, A, Leplé,
J. C., Chantret, N, Chen, J., Diévart, A, Alaeitabar, T, Barbe, V, & Salse, J. (2018). Oak
genome reveals facets of long lifespan. Nature Plants, 4, 440-452. https://www.nature.
com/articles/s41477-018-0172-3

Sekula, M, Datta, S, & Datta, S. (2017). optCluster: An R package for determining the optimal
clustering algorithm. Bioinformation, 13(3), 107, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28584451/

Vining, K. J, Hummer, K E, Bassil, N. V, Lange, B. M., Khoury, C. K, & Carver, D. (2020).
Crop wild relatives as germplasm resource for cultivar improvernent in mint (Mentha L),
Frontiers in Plant Science, 11 https://doi.org/10.3389/fpls.2020.01217

Zhao, Y, Wang, K, Wang, W. L. Yin, T. T, Dong, W. Q, & Xu, C. J. (2019). A high-throughput SNP
discovery strategy for RNA-seq data. BMC Genomics, 20(1), 1-10. https://brcgenomics.
biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-019-5533-4

23


https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btn129
https://peerj.com/articles/281/
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp352
https://genome.cshlp.org/content/20/9/1297.full.pdf
https://www.nature.com/articles/s41477-018-0172-3
https://www.nature.com/articles/s41477-018-0172-3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28584451/
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.01217
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-019-5533-4
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-019-5533-4

24

Produccién de menta (Mentha spicata L.) y su aprovechamiento agroindustrial

Material de siembra en el cultivo de
hierbabuena o menta verde

Dagoberto Castro Restrepo, Maria Isabel Dominguez Rave y Jesus Jaiber Diaz Garcia

El género Mentha tiene un genoma complejo con alto nivel de poliploidia, es
decir, son plantas que contienen mas de dos juegos completos de cromosomas.
Esta es una forma de evolucién de la especie y una manera de adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, que le ha permitido establecerse en todo
el mundo (Heylen et al, 2021). La M. spicata pertenece a la familia Lamiaceae,
con origen en el norte de Inglaterra y cultivada en zonas climéticas tropicales
y templadas. Debido a la presencia de &cidos fendlicos, flavonoides, carvona y
4cido ascorbico en las hojas, se utiliza en la industria alimenticia, farmacéutica
y ornamental, con importantes efectos antimicrobianos y antioxidantes, asf
como en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y hepéticas (Kee
et al, 2017).

Propagacion a partir de semilla sexual

La M. spicata es una especie que requiere condiciones estacionales para
la produccion de la semilla sexual. La menta verde es un hibrido poliploide
estéril, lo que dificulta su reproduccién convencional para mejorar los cultivos.
Debido a su amplia diversidad genética y a la tendencia a cruzarse con
otras especies de la misma familia, la propagacion por semilla presenta alta
variabilidad en la altura de las plantas, contenidos de aceite, olor y sabor, entre
otros (Tucker et al, 2012). Sin embargo, para quienes quieren seleccionar
nuevos materiales, esta es una oportunidad para desarrollar su propio clon
o material de siembra.

Propagacion vegetativa o asexual

En vista de las dificultades de M. spicata para la reproduccion por semilla sexual,
la forma més segura para su multiplicacion es mediante esquejes o rizomas,
que garantizan que las caracteristicas de las plantas cumplan los requisitos
requeridos por los mercados nacionales e internacionales. Es importante aclarar
que la denominacion de semilla se hace tanto para semilla sexual como para
semilla asexual o vegetativa. Por lo tanto, debido a que la reproduccion de
este cultivo es mediante propagacion vegetativa, nos estaremos refiriendo en
adelante a semilla asexual, que debe reunir ciertas caracteristicas de calidad
para garantizar el éxito del cultivo.
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Semilla de calidad

En el caso de la menta, semilla de alta calidad se refiere a los esquejes o esto-
lones libres de patdgenos, que correspondan a la variedad requerida, la calidad
fisica de las plantas, la calidad del sustrato, la adaptacion a las condiciones
ambientales especificas y los tipos de metabolitos secundarios. El Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA, 2015) define la alta calidad como ‘el conjunto
de atributos de la semilla que involucra factores genéticos, fisicos, fisioldgicos y
fitosanitarios”. La ventaja de utilizar semilla de calidad previene la introduccion
y/o propagacion de muchas enfermedades no deseadas en el cultivo.

Cuando se realiza la propagacion vegetativa, se corre el riesgo de multiplicar
algunas enfermedades como los virus, viroides, fitoplasmas, bacterias y algunos
hongos que se desarrollan en la planta de manera enddgena y sistémica, y que
tienen la capacidad de transmitirse a las siguientes generaciones. Este problema
se denomina degeneracion de la semilla, que se debe a la ausencia de progra-
mas de certificacion de materiales libres de patbgenos (Sharma et al, 2017).

Cuando se utilizan semillas vegetativas de plantas que tienen alguna de estas
enfermedades, no existe forma de realizar manejo quimico o bioldgico v el
Unico método de control es la erradicacion, lo que implica pérdidas econdmicas
importantes para el productor.

En la tabla 11 se muestra la lista de algunos agentes fitopatdgenos que pueden
ser transmitidos a través de la semilla vegetativa y que fueron identificados en
cultivos comerciales de menta en algunos municipios del Oriente antioquefio.

Tabla 1.1. Algunos patégenos en Mentha spicata que pueden transmitirse a partir
de esquejes o rizomas encontrados en cultivos del Oriente antioquefio

Nombre del patégeno Acrénimo / sintoma Transmision Forma de diagnéstico
Virus del mosaico del cocombro CMV Afidos, semilla ELISA, PCR
Virus del bronceado del tomate TSWV Trips, semilla ELISA, PCR
Potyvirus Poty Afidos, semilla ELISA, PCR
Virus del mosaico del tabaco ™V Contacto ELISA
Rhizoctonia spp Pudricion basal Suelo, semillas Medios de cultivo
Fusarium spp. Marchitez Suelo, semillas Medios de cultivo
Verticillium sp. Marchitez Suelo, semillas Medios de cultivo
Meloidogyne spp. Nudos radicales Suelo, semillas Diagndstico de laboratorio

Fuente: Elaboracion propia
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La figura 12 muestra plantas de M. spicata afectadas por los virus CMV, TSWV
y Potyvirus, los cuales fueron identificados mediante técnicas de PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa). El gran riesgo que se corre al utilizar semilla a
partir de estas plantas infectadas es que el patégeno puede distribuirse a todo
el cultivo y afectar completamente la calidad del material producido, ademés
de facilitar su dispersion en todo el territorio al intercambiar semilla con otros
productores. En caso de encontrar sintomas similares a los presentados, se
sugiere acudir al ICA o a laboratorios de diagndstico para su identificacion.

2 ]
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Figura 1.2. Sintomas de plantas de M. spicata afectadas por a. Virus TSWV; b. Virus CMV; c. Potyvirus.
Fotos: Marfa Dominguez

Produccion de semilla de calidad

Resultarfa muy costoso desarrollar una sola planta libre de varios de los pato-
genos que se presentan en la tabla 11 por ello, se han desarrollado técnicas
de laboratorio para la reproduccién masiva de materiales de siembra. Esta
se denomina micropropagacion y consiste en la siembra de un meristemo
0 &pice meristernatico en un medio artificial de cultivo para luego realizar la
multiplicacion.

Micropropagacion de la menta para la produccion de
plantas nucleo

El proceso de micropropagacion de la menta se inicia con la seleccion de las
plantas madre, las cuales deben tener caracteristicas de calidad y produccion
adecuadas para el mercado de exportacion o para la produccion de aceites
esenciales. Las plantas iniciales son diagnosticadas en laboratorio mediante
la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o ensayo inmu-
noabsorbente ligado a enzimas), que permite detectar si el virus se encuentra
en el tgjido de la planta. De igual manera, se emplea una técnica mas eficaz
como la PCR, que permite detectar los virus en las fases méas tempranas de
la enfermedad. Una vez se tiene una planta completamente diagnosticada
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para los virus, se procede al aislamiento de un tejido llamado meristemo, que
corresponde a un grupo de células responsables del crecimiento ubicado en
los &pices de las plantas, los entrenudos vy las puntas de las raices.

El meristemo se siembra en un medio de cultivo artificial que contiene sales
minerales, vitaminas, sacarosa y reguladores de crecimiento; el proceso in-
cluye cuatro fases: i) establecimiento del meristerno en el medio de cultivo,
i) multiplicacion o proliferacion; i) enraizamiento in vitro, y iv) climatizacion o
endurecimiento de las plantas en vivero (Castro et al, 2011).

La ventaja de utilizar este procedimiento de micropropagacion (propagacion
in vitro) es que, a partir de un solo mMeristemo, como en el caso de la menta,
se pueden producir més de mil individuos en tiempos relativamente cortos, en
poco espacio, con la garantia de mantener la misma informacién fenotipica y
genotipica de la planta inicial y libre de patdgenos.

Certificacion de las plantas de menta

En términos legales, el proceso de certificaciéon de materiales de siembra
para Colombia esté a cargo del ICA. Se inicia con la propagacion de plantas
garantizadas libres de patdgenos (plantas nicleo), las cuales se utilizan para
el establecimiento de “bloques madres’, que pueden ser multiplicadas en un
vivero registrado ante el ICA o por el productor, para introducirlo directamente
en su cultivo. Sin embargo, vale la pena mencionar que para el caso de algunas
plantas de interés condimentario, medicinal y aromético, existe una legislacion
en torno a la semilla sexual certificada, pero no es explicita la certificacion de
material de menta propagado vegetativamente,

Manejo de plantas madre o plantas para semilla basica

Este proceso se puede asimilar al que se emplea para la produccion de material
de alta calidad en ornamentales y tubérculos, que parte de plantas micropropa-
gadas (plantas super élite), las cuales serén el inicio de plantas madre o plantas
basicas. Para su manejo, se sugiere Utilizar la siguiente estrategia:

« A partir de la planta madre in vitro o garantizada libre de virus, sembrarlas
y mantenerlas en un invernadero con cubierta de plastico y con paredes
en malla antiéhdos; en algunos lugares se les denomina ‘casa-malla’, con
Un piso en grava, cemento o tela cubresuelo. Para las etapas iniciales, es
recomendable utilizar una malla de polisombra (malla sarén), del 40 al
60 % de retencion de luz y una antecamara que impida el ingreso directo
de insectos que puedan ser vectores de virus vy otras enfermedades.
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e Los m&dulos para la siembra pueden ser variados: camas en el suelo, camas
levantadas en diversos materiales como madera inmunizada, plastico o
ladrillo.

« Sustratos: i) arena, que implica la utilizacion de riego por goteo o cinta
exudante, y i) mezclas de suelo con compost y arena.

Los sustratos deben ser desinfectados por solarizacion, que consiste en someter
el sustrato a la accién del sol durante 3 a 4 semanas; para ello, este debe estar
herméticamente recubierto con un pléstico transparente calibre 6. Una vez
cumplido ese lapso, se recomienda la utilizacion de hongos antagonistas como
Trichoderma spp., los cuales se aplican en forma de drench.

e Para el manejo de las plantas madre es recomendable realizar un “pinch’
0 poda del brote apical para permitir la emisién de tallos laterales. Para
mantener la planta madre en estado juvenil, es necesario cortar los esquejes
con la mayor frecuencia posible.

La importancia de utilizar plantas certificadas o de calidad fitosanitaria conocida
radica en que la calidad de la semilla juega un papel clave en el éxito del cultivo
y ayuda a prevenir la introduccion o propagacion de muchas enfermedades.
Evidencia de ello es la presencia de virus como el CMV y TSWV. que en algunos
cultivos comerciales ha presentado pérdidas del 100 %.

Produccion de esquejes a partir de plantas madre

Generalmente, corresponde a esquejes que permiten mantener las caracte-
risticas de la planta original. La técnica de propagacion es bastante sencilla,
répida y de bajo costo para el productor. A continuacion, se indica el proceso
para su produccion

« Infraestructura: se recomienda utilizar cdmaras de enraizamiento, las cuales
se construyen con pléstico soportado por madera, tubos plésticos o varillas
de 2 x 15 x 04 m de altura, completamente hermético.

« Se seleccionan esquejes de aproximadamente 10 a 15 cm de longjtud.

« Sustratos: se han ensayado varias alternativas, como una mezcla de suelo,
arenay compost, en proporciones iguales; luego, estos sustratos son solari-
zados para disminuir el riesgo de arvenses y plagas. También se ha utilizado
con éxito fibra de coco o arena.
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« Tipo de recipiente para el enraizamiento: se sugiere utilizar bandejas
semilleras.

e La adicion de hongos formadores de micorrizas en el fondo del sustrato
mejora el enraizamiento y la absorcion de nutrientes, especialmente del

fosforo.

La figura 1.3 muestra un esqueje derivado de plantas madre.

Figura 1.3. Esqueje de menta derivado de una planta madre.
Foto: Marfa Dominguez
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Manejo integrado de plagas en menta

José Antonio Rubiano Rodriguez, Karen Lorena Ballestas Alvarez,
Carolina Ortiz Mufoz, German Franco y Luis Eladio Castro Tabares

Segun la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF, 2022), una
plaga es “cualquier especie, raza o biotipo vegetal 0 animal, o agente patbgeno
danino para las plantas o productos vegetales’ Sin embargo, en términos més
practicos y propicios para este documento, podemos definir que una plaga
agricola es un conjunto o poblacion de artrépodos que se alimentan de plantas
y su densidad poblacional es suficiente para ocasionar una pérdida econémica
al productor (Jiménez, 2009).

La entomofauna asociada al cultivo de menta es diversa. Algunas especies
se consideran plaga y otras podrian ser potencialmente calificadas como tal.
Entre las plagas se pueden resaltar las cuarentenarias y de importancia en
los cultivos con fines de exportacion, que son objeto de revision y pueden
ser interceptadas en los puertos de destino, casos en los cuales el producto
es rechazado, lo que ocasiona una pérdida econdmica para el productor. A
continuacion, se describen las principales plagas que se han encontrado y que
causan dafios en cultivos de menta del Oriente antioquefio, tanto bajo cubierta
como a campo abierto, incluyendo las cuarentenarias y otras que pueden ser
plagas potenciales, asf como la forma del dafio y algunas estrategias evaluadas
experimentalmente para su control.

Mariposas y polillas (lepidopteros)

El cultivo de menta se ve afectado por un complejo de mariposas o polillas,
entre las que se encuentran especies pertenecientes a la familia Noctuidae,
tales como Trichoplusia sp. (iguras 21a y 21b), Copitarsia sp. (figuras 21c vy
21d) y Spodoptera spp. (figuras 21e y 27f) (Quimbayo et al, 2010). También
hay otros lepidopteros que se encuentran con frecuencia haciendo dafio en
el cultivo, como el gusano Santamarfa (Spilosoma sp) de la familia Artidae
(guras 21gy 21 h). Los estados larvales actian cormo comedores de hojas y
llegan a ocasionar grandes defoliaciones segin el instar, debido al consumo
de follaje y al corte de ramas y tallos tiernos. Este dafio conlleva un deterioro
en el peso v la calidad del producto final, tanto para exportacién como para
otros mercados (Castro et al, 2013).
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Figura 2.1. Adultos y larvas de lepidépteros en menta. a. y b. Trichoplusia sp;
c.y d. Copitarsia sp, e. Y f. Spodoptera spp; g y h. Spilosoma sp.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas

En menta para exportacién se ha encontrado la especie Spodoptera spp.,
cuyos huevos, semiesféricos y reticulados, son puestos tanto en el envés como
en el haz de las hojas y pueden durar hasta siete dias; las larvas pasan por
cinco o seis instares, que pueden llegar a durar hasta 28 dias, vy las pupas
generalmente son de color marrén y pueden durar hasta 15 dias enterradas
en el suelo, hasta la emergencia de los adultos, que generalmente son polillas
de hébitos nocturnos (Guzman et al, 2016). Dependiendo de la especie, los
huevos son puestos individualmente o en masa. La figura 2 2 muestra huevos
de Trichoplusia sp. Copitarsia sp. y Spodoptera spp.

Figura 2.2. Huevos individuales y en masa de lepiddpteros.
a. Trichoplusia sp, b. Copitarsia sp, €. Spodoptera spp.
Fotos José A. Rubiano y Karen Ballestas
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Estrategias de manejo para lepiddpteros

Teniendo como base la produccién limpia, se pueden recomendar algunas
précticas de manejo enfocadas en la proteccion del medio ambiente. La
liberacion de enemigos naturales como Trichogramma exigumm (Pinto &
Platner), parasitoide de huevos de lepidopteros (Basso et al, 2020), a una dosis
de 150 pulgadas?/ha, es una préctica eficaz para el manejo de esta plaga.
Una correcta liberacién consiste en poner dentro de un vaso una cartulina
con dos pulgadas® del parasitoide (figura 2.3a) y colgarlo sobre estacas de
madera dentro de la cama del cultivo, a una distancia de 1T m, hasta liberar la
dosis recomendada (figura 2.3b). Otro enemigo natural es Chrysoperla externa
(Hagen), depredador de huevos y de los primeros instares de lepidépteros
(HernéndezJuérez et al, 2015), el cual se libera en dosis de 75.000 larvas/ha
(su presentacion es en bolsas de 1000 0 5000 larvas mezcladas con huevos
de Sitotroga cerealella [Olivier] y cascarilla de arroz), de tal forma que queden
bien distribuidas en toda el area. También existen otros productos bioldgicos
que se aplican en bomba de espalda, como Bacillus thuringiensis (Berliner),
que controla larvas hasta de tercer instar, Beauveria bassiana (Balsamo) y
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff), que controlan larvas de todos los
instares e incluso llegan a afectar las pupas. Estos productos se deben usar en
las dosis recomendadas en la etiqueta del producto. Para reducir poblaciones
de adultos, se recomienda instalar trampas con feromonas y atrayentes con
maleza al 50 % (figura 2.3c). Como Ultima medida de control —y si llegara
a ser necesario—, se pueden aplicar productos de sintesis quimica como
cipermetrina (0,5 cc/L).

Figura 2.3. Manejo de lepiddpteros. a. Disposicion del Trichogramma sp;
b. Forma como se distribuye el Trichogramma sp. en campo; €. Trampas para atraer adultos.
Fotos: José A Rubiano y Karen Ballestas
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Acaros

El cultivo de menta se ve afectado por &caros (Correa, 2014) como Tetranychus
urticae (Koch) (Tetranychidae) (figura 2.4) y Brevipalpus sp. (Tenuipalpidae).
Tanto huevos como estados inmaduros y adultos se encuentran en el envés
de las hojas, donde rompen la parte superficial y chupan la savia. Los sintomas
de dafio caracteristicos son la formacion de puntos blancos que se observan
en el haz de las hojas (figura 2.5) y, en altas poblaciones, su encrespamiento
(Bonilla & Guerrero, 2010). Este darno conlleva pérdidas en calidad y rendimiento
del producto final, ya que las hojas son el principal érgano de la planta que
se comercializa. Los huevos son redondos, hialinos en el caso de T urticae
(hgura 2.6), mientras que los de Brevipalpus sp. son un poco alargados y de
color naranja, y se presentan tres estados inmaduros que van cambiando de
tamano y forma hasta llegar al estado adulto de un tamario aproximado de
0,7 mm, con cuatro pares de patas y duracion del ciclo de aproximadamente
25 dias desde el huevo hasta el adulto (Casuso et al, 2020).

Figura 2.4. Adultos de T. urticae en menta.
Foto: José A. Rubiano

Figura 2.5. Hojas con sintomas de dafios por 4caros. Figura 2.6. Huevos y adulto de T. urticae.

Foto: German Franco Foto: Karen Ballestas
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Un manejo integrado de los acaros debe iniciar con monitores semanales y
con la remocion de los residuos de cosecha, ya que estos llegan a ser fuentes
de indéculo de la plaga. Entre los insumos bioldgicos para controlar poblaciones
de los &caros estén la liberacion del depredador C. externa y la aplicacion de
hongos entomopatdgenos como B. bassiana y M. anisopliae, y de productos
de origen natural como el extracto de ajo-ajf v jabdn potésico en dosis de 2
cc/L, que han dado buenos resultados para su control (Amaya et al, 2008).
Es importante tener en cuenta la fertilizacion controlada de nitrégeno, pues
SUs excesos favorecen el aumento de las poblaciones; ademaés, se debe tratar
de conservar la fauna benéfica, como los &caros phitoseidos, que son depre-
dadores de otros &caros.

Chizas

Son larvas de coledpteros (figura 2.7), también llamadas mojojoy o gallinaciega,
y existen diferentes especies que atacan diversos cultivos como la menta.
Los géneros mas comunes en el Oriente antioquefio son: Cyclocephala sp,
Ancognatha sp., Astaena sp. y Plectris sp. (Londofio et al, 20071). La mayoria de
las especies tienen ciclos de vida anuales, en cuyas épocas de lluvia salen los
adultos a copular y a poner los huevos en el suelo (Pardo-Locarno & Montoya,
2007). Generalmente, se alimentan de las raices de las plantas y sus ataques
son localizados, por lo que se puede observar el marchitamiento en las plantas
afectadas, de forma mas frecuente en los suelos que provienen de pastos o
gramineas (Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [ICA),
2010). Cuando las poblaciones son superiores a cinco larvas por sitio de
muestreo, se reduce significativamente el desarrollo de las plantas de menta.
Para realizar el monitoreo de larvas se hacen tres huecos por cama, de 30 x 30
cm de ancho x 20 cm de profundidad (Instituto para la Innovacion Tecnolégica
en la Agricultura [Intagri], 20717).

Figura 2.7. Larvas de chizas colectadas manualmente.
Foto José A Rubiano
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Inicialmente, es necesario realizar un monitoreo de esta plaga con trampas
de luz (figura 2.8a), que se deben instalar en la época de lluvia, cuando
eclosionan los adultos del suelo. En el momento de preparar la cama para
Una siembra o renovacion, se recogen manualmente todas las larvas que
estén expuestas y se destruyen o se sumergen en agua caliente. Cuando el
cultivo est4 establecido, se pueden aplicar al suelo o en el fertirriego hongos
entomopatdgenos como B. bassiana y M. anisopliae, que afectan larvas de
cualquier instar (figura 2.8b). También se pueden aplicar bacterias como
Bacillus popilliae Dutky (Intagri, 2017).

Figura 2.8. Estrategias de manejo para chiza. a. Trampas de luz para captura de adultos;
b. Larvas afectadas por hongos entomopatdgenos.
Fotos: José A Rubiano y Karen Ballestas

Crisomeélidos

Son coledpteros de diferentes colores y tamafios, también llamados vaquitas.
En estado larval se alimentan de las raicillas de las plantas y en estado adulto
hacen perforaciones redondeadas en las hojas (figuras 29ay 290b), por lo que
reducen considerablemente la capacidad fotosintética de la planta (Vanegas,
2017). Existen varias especies de crisomélidos que se han encontrado atacando
el cultivo de menta en el Oriente antioquefio, como Epitrix sp. (igura 210a),
Diabrotica sp. (figura 2.10b), Colaspis sp. (figura 210c) y Systena sp. (figura
210d), entre otras. La duracion del ciclo de vida dependeré de la especie, pero
en promedio es de 33 a 40 dias (Burgos-Solorio & Anaya-Rosales, 2004).
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Figura 2.9. Sintomas de dafo por crisomélidos. a. Dafio inicial; b. Dafo avanzado.
Fotos: José A Rubiano y Karen Ballestas

38 Figura 2.10. Crisomélidos que atacan menta. a. Epitrix sp; b. Diabrotica sp, ¢. Colaspis sp, d. Systena sp.
Fotos José A. Rubiano y Karen Ballestas

El control de arvenses en las camas resulta una buena préctica de manejo para
evitar que estos insectos tengan hospederos alternos que les permitan aumen-
tar sus poblaciones, lo cual se debe complementar con un monitoreo sernanal.
Los adultos son atacados de forma natural por chinches (reddvidos) y, como
control bioldgico, se pueden aplicar los hongos B. bassiana y M. anisopliae
(IICA, 2010), al igual que jabén potésico en dosis de 3 cc/L de agua. Cuando
se presenta dafo severo vy se logran visualizar altas poblaciones, se sugiere la
aplicacion de un producto de sintesis quimica, siguiendo las recomendaciones
de la etiqueta.
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Chinches

Grupo de insectos chupadores que se alimentan de la savia de las plantas.
Se han observado varias familias como Cydnidae (figura 21a), Pentatomidae
(fgura 21b), Miridae (figura 211c) y Pyrrhocoridae (figura 211d), que se posan
sobre las hojas de la menta y pueden estar o no alimentandose (De la Mo-
ra-Estrada et al, 2017). Dentro los miridos estd Horciasisca signatus (Distant)
(hgura 212), el cual se observo con mayor frecuencia en los cultivos de menta
en el Oriente antioqueno y se le relaciona con un Manchado que se presenta
en las hojas jovenes, denominado peca (figura 2.13); al parecer, esté asociado
a un patégeno de caréacter fungico (Ascochyta sp) que ocasiona los puntos
necréticos en la hoja. Debido a las manchas observadas, los productores
llaman a esta plaga chinche tatuador.

Figura 2.11. Familias de chinches encontrados en cultivos de menta.
a. Cydnidae; b. Pentatomidag; €. Miridae; d. Pyrrhocoridae.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas

Figura 2.12. Horciasisca signatus.
Foto: José A. Rubiano
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Figura 2.13. Sintomas de la peca en su estado inicial.
Foto: Karen Ballestas

Estrategias de manejo de chinches

Una préactica importante para el manejo de los chinches es el control de plantas
arvenses, tanto dentro de las camas como a los alrededores, ya que estas sirven
como hospederos alternos y pueden albergar varias especies. Otra préctica
que ha dado buenos resultados es la aplicacion de hongos entomopatégenos
a base de B. bassiana, M. anisopliae e Isaria fumosorosea (Wize), los cuales
se pueden utilizar individualmente o mezclados, en dosis de 2 g/L de agua.
Cuando sea necesario, se puede recurrir a una aplicacion de choque con
insecticidas de sintesis quimica como tiametoxam + lambdacihalotrina, de
acuerdo con las recomendaciones de la etiqueta.

Mosca blanca

Son pequefas polilas o mosquitas de color blanco que, en todos sus estados
(huevos, pupas y adultos) (figura 214a, 214b y 214¢), se posan principalmente
en el envés de las hojas y se alimentan de la savia de las plantas. Su importancia
radica es la transmisién de diferentes tipos de virus (Fandifio, 2016) y en Antio-
quia se han encontrado dos especies: Trialeurodes vaporariorum (Westwood)
y Bemisia tabaci (Gennadius). La més comun en menta es T. vaporariorum,
cuyo ciclo de vida es de aproximadamente 30 dias (Fandifio, 2016).
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Figura 2.14. Mosca blanca. a. Adultos; b. Huevos; c. Pupas.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas

Estrategias de manejo de mosca blanca

Ademaés del monitoreo frecuente, una préactica fundamental es el control de
malezas dentro y entre las camas, con el fin de remover hospederos alternos. Se
pueden hacer liberaciones del depredador C. externay aplicaciones con hongos
entormopatégenos como | fumosoroseay Lecanicillum lecani (Zimm), en dosis
de 2 cc/L de agua. Ademas, existen algunos enemigos que pueden actuar
naturalmente en campo como Amitus fuscipennis (MacGown & Nebeker), £n-
carsia nigricephala (Dozier), Eretmocerus californicus (Howard) y depredadores
como Delphastus pusillus (LeConte) (Villegas, 2016). Adicionalmente, cuando
se presenten altos niveles de infestacion de la plaga, se recomienda el control
quimico con insecticidas como etofenprox (1 cc/L) y tiametoxam (0,3 g/L).

Afidos o pulgones

Son pequefios insectos, por lo general de color verde. En el cultivo de menta
pueden estar presentes diferentes especies como Myzus persicae (Zulser)
(figura 215a), que es quiza la més importante dentro del grupo de los &fidos
(Bonilla & Guerrero, 2010). Generalmente, los pulgones forman colonias
(fgura 215b) que chupan la savia de las plantas, lo que ocasiona clorosis
y encrespamiento de las hojas e impide su comercializacion. El principal
problema de esta plaga es la transmisién de virus (Simbaqueba et al, 2014).
En el trépico solo existe la reproduccion partenogenética y todas las gene-
raciones son solo viviparas, cuyo ciclo de vida puede durar entre 8 y 10 dias
(Rubiano-Rodriguez et al, 2019).

M
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Figura 2.15. Afidos. a. Adulto alado de M. persicae; b. Colonia de &fidos.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas

Estrategias de manejo de afidos o pulgones

Con el objetivo de remover hospederos alternos, que son las principales fuentes
de alimentacion de los pulgones, es indispensable realizar control de malezas
dentroy entre las camas. Asimismo, liberar el depredador C. externa, que es su
enemigo natural por excelencia (figura 2.16a), y aplicar el hongo entomopaté-
geno | fumosorosea en dosis de 2 cc/L de agua ha mostrado un buen control
(Aigura 2.16b). Los productos de origen natural como el extracto de ajo-aji, Neem
y jabon potésico, en dosis de 2 cc/L de agua, son una buena alternativa dentro
del concepto de produccion limpia. Unicamente cuando sea necesario, se debe
recurrir a una aplicacion de choque con insecticidas de sintesis quimica como
tiametoxam + lambdacihalotrina, en dosis de 0,5-1 cc/L de agua.

Figura 2.16. Enemigos naturales de afidos. a. Crysoperla externa;
b. Afidos parasitados por /. fumosorosea.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas
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Babosas

Las babosas son moluscos similares a los caracoles, pero no presentan concha,
su cuerpo es blando, de consistencia mucosa, No tienen patas vy se arrastran
por el suelo dejando un rastro de baba sobre la superficie por donde pasan
(Bonilla & Guerrero, 2010). Varian de color y tamafio segln la especie (figuras
217ay 217b) y, aunque no son insectos, sf son consideradas plagas. En menta
se han convertido en una peste de gran importancia, ya que en temporadas
lluviosas, y especialmente en las noches, son muy activas al consumir las hojas
de las plantas, dejando unas perforaciones que hacen inservible el follaje para
su comercializacion.

Figura 2.17. Babosas. a. Deroceras reticulatum; b. Deroceras leave.
Fotos: José A. Rubiano y Karen Ballestas

Estrategias de manejo de babosas

Por lo general, para el control de babosas se utiliza el método cultural y quimico.
El primero incluye una buena preparacion del terreno al momento de hacer las
camas, dejando expuestos tanto los huevos como los adultos para que se des-
hidraten, y la instalacion de trampas (como tejas, tablas y costales impregnados
con cerveza) en focos y areas externas del cultivo donde se refugian, las cuales
deben ser inspeccionadas diariamente en horas de la mafiana para eliminar
las babosas que se encuentren. El control quimico consiste en la aplicacion de
cebos toxicos a base de carbamatos y metaldehidos, asi como molusquicidas
granulares en dosis de 4 kg/ha (Bonilla & Guerrero, 2010).
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Actualizacion del estatus de los problemas
fitosanitarios en menta en el Oriente
antioqueno

Bertha Miryam Gaviria Gutiérrez, Luis Eladio Castro Tabares,
Diana Yurladi Vanegas Alvarez y Dagoberto Castro Restrepo

Mentha spicata L, M. piperita L.y otras especies de la familia Lamiaceae
(0 labiadas) tienen una demanda a nivel mundial como plantas arométicas,
especias y medicinales (Bonilla & Guerrero, 2010; Castro et al, 2017, Villegas,
2016). Estas requieren en su biomasa (follaje) sostenibilidad y calidad fitosani-
taria, y Que sus compuestos bioactivos estén disponibles para la agroindustria,
medicina y cosmetologia, entre otros (Shahid et al, 2013; Santoro et al, 2013).
En Colombia, en especial en zonas productoras del departamento de Antioquia,
la menta se propaga vegetativamente mediante esquejes, por lo que esta en
riesgo de multiplicar problemas fitosanitarios producidos por hongos, bacterias,
virus, nematodos vy otros (Castro et al, 2011, Correa, 2014).

En términos generales, desde el punto de vista fitosanitario, las enfermedades
de importancia econdmica de la menta en todo el mundo se relacionan con
Puccinia menthae, Alternaria alternata, Verticillium dahliae, Phoma stasserti
Rhizoctonia solani, Erysiphe cichoracearum, nematodos del género Meloido-
gyne 'y virus como el CMV (Cucumber Mosaic Virus), el AMV (Alfalfa Mosaic
Virus) y el TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) (Tzanetakis et al, 2010; Johnson,
2014; Villegas, 2016). Por ello, se requiere actualizar las problematicas fitosani-
tarias de acuerdo con las condiciones productivas locales, que den cuenta de
las afecciones patogénicas en el material de siembra y en la biomasa producto
de la cosecha, junto con el cumplimiento de la calidad genética y un adecuado
desarrollo fisioldgico y fitosanitario, a fin de garantizar una adecuada produccion
y proveer subproductos que den respuesta a la biotransformacion.

A través de visitas, reuniones y entrevistas a productores en municipios del
departamento de Antioquia, como Medellin (Santa Elena), EL Retiro, Rionegro, La
Union, Guarne, La Ceja, El Carmen de Viboral, San Vicente de Ferrer y Marinilla,
se realizd un monitoreo sistemético al azar en once unidades productivas de
menta, en el cual se tomaron muestras de suelo y de plantas, tallos, raices y
hojas afectadas por diferentes sintomas fitosanitarios, que fueron transportadas
en bolsas plésticas para el proceso de andlisis fitosanitario en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal de la UCO.
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Se encontraron sintomatologias relacionadas con disturbios abidticos (amari-
llamientos y quemazon de las puntas de las plantas por efectos de materias
orgénicas) y bidticos. El cultivo se estaba viendo afectado por algunos sintomas,
todavia no muy claros para el agricultor, como entorchamiento y atrofia de
cogollo (posible virus), lesiones necréticas en rizomas, raices y tallos, asf como
manchas necrdticas, moteados cloréticos y pUstulas en hojas. A continuacion,
se presentan los sintomas més prevalentes.

Roya

La roya, Puccinia menthae Pers, se observo en el 44 % de las muestras
colectadas con presencia de pUstulas (soros) anaranjadas, principalmente en
el envés de las hojas. Se sabe que en otros cultivos puede llegar a ser una
enfermedad devastadora, debido que es de facil trasmision a través del viento,
la lluvia, las herramientas de trabajo, las mascotas vy el contacto humano, que
genera tallos deficientes y destruye el tejido fotosintético, ademés de producir
defoliacién y, por consiguiente, una pérdida de rendimiento (Johnson, 2014)
(hguras 218ay 2180b).

Pudricion de la base del tallo y de las hojas

El hongo Rhizoctonia sp., presente en el 67 % de las zonas monitorizadas
cultivadas con menta, presenta caracteristicas sintomatolégicas de lesiones y
pudriciéon de raiz, de tallo y de rizomas jovenes; asl, la pléntula puede marchi-
tarse y, en consecuencia, disminuir su desarrollo y productividad o morir (Nitzan
et al, 2012) (figuras 218c y 2180d).

Nematodos

Durante las visitas de campo, se observaron pequefas agallas (nudos poco
visibles) en raices, relacionadas con nematodos del género Meloidogyne. No
obstante, en el pafls se han identificado poco las especies parésitas asociadas a
varios cultivos de las unidades productivas de especies arométicas, medicinales
y afines, entre estos la menta, y hay una escasa referencia bibliogréfica, en par-
ticular sobre este cultivo. En campo se encontrd una dindmica poblacional alta,
principalmente de la especie mas prevalente, M. javanica, que se registrd en el
78 % de los municipios muestreados. Es importante aclarar que los nematodos
pasan por cuatro mudas (J1,J2, J3 'y J4), entre las cuales J2 corresponde a los
estadios infestivos, que producen mayores afectaciones en las raices. En ese
orden de ideas, se han encontrado poblaciones entre 70y 2547 J2 por 100 cc
de suelo y entre 4 y 8665 J2 por g de raiz, los cuales posiblemente afectan el

47



Produccién de menta (Mentha spicata L.) y su aprovechamiento agroindustrial

desarrollo de las plantas o provocan heridas, que se convierten en puerta de
entrada para el establecimiento de bacterias y hongos como Rhizoctonia sp.
(fguras 218e, 218f y 218g).

Virus

Para la determinacion de virus, las muestras con sintomas de entorchamiento
apical fueron sometidas a anélisis de PCR en el Laboratorio de Biologfa Mole-
cular de la UCO, donde el 22 % resultaron positivas para CMV | (Cucumber
Mosaic Virus, serotipo I) y TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) (figura 2.18h).
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Figura 2.18. Sintomas y signos de problemas fitosanitarios en menta cultivada en el Oriente antioquerio.
a. Pustulas (soros) anaranjadas de roya; b. Conjunto Urediniosporas de roya (10X);
c. Urediniosporas de roya (40X); d. Rizoma con lesién necrética en tallo y raices por Rhizoctonia sp;
e. Caracteristicas morfolégicas hifas, septas (10X); f. Ramificacion en angulo recto de Rhizoctonia sp. (40X);
g. Nudo, masa de huevo y hembra de Meloidogyne en raices; h. Huevos de Meloidogyne,
i. Larva J2 de Meloidogyne; j. Lesion rojiza y entorchamiento en cogollos de la planta por virus,
San Vicente de Ferrer; k. Entorchamiento en cogollos de la planta por virus, El Carmen de Viboral.
Fotos: Bertha Gaviria
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Recomendaciones de manejo de problemas
fitosanitarios

Se recomienda el uso de medidas de prevencion. Iniciar, en lo posible, con
material vegetal libre de patdgenos, limpio (procedente de viveros registrados
ante el ICA; puede solicitar garantia de proveedor) y con bioinoculantes
bioldgicos, no solo para el manejo de patégenos del suelo como el hongo
Rhizoctonia sp., o de los nematodos formadores de agallas en las raices
como Meloidogyne sp., sino también para el desarrollo sostenible econémico
y ambiental del cultivo.

Para el manejo o control del nematodo de nudos Meloidogyne sp. y de hon-
gos como Rhizoctonia sp. y otros, es efectiva la aplicacion de bioinoculantes
con mix de los ingredientes activos de los hongos micorricicos Rhizophagus
irreqularis, Rhizophagus clarus, Rhizophagus aggregatus, Rhizophagus proli-
ferum'y Claroideoglomus etunicatum, en dosis de 3 cc/L de agua, al iniciar
la siembra.

Para la prevencion del dafio por insectos plaga se realizo la aplicacion de ento-
mopatdgenos como Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Lecanicillium
lecanii; Paecilomyces fumosoroseus, en dosis de 2 cc/L de agua. También
son efectivos para las probleméticas del suelo los bioinoculantes a manera de
mix: Bacillus polymyxa, Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum,
Trichoderma koningii, Trichoderma viride y Bacillus subtilis, Bacillus thurin-
giensis var. Kurstaki, Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefacien, ademas de
Pochonia chlamydosporia. La primera aplicacion de los bioinoculantes a base
de mix de las bacterias u hongos relacionados anteriormente puede hacerse
preferiblemente 3 dias antes de la siembra, la segunda 15 dias después de la
siembra y luego cada 30 dias.

Es indispensable seguir las recomendaciones contenidas en la ficha técnica y en
la hoja de seguridad del producto, y usar siempre los elementos de proteccion
personal en cada aplicacion de los bioinoculantes.

Conclusiones

Se requiere promover actividades de socializacién con los agricultores sobre el
estatus fitosanitario actualizado para esta region de cultivo de plantas aromé-
ticas medicinales, condimentarias y afines, asi como sobre las alternativas de
manejo, para que sean integradas en los programas de produccion familiar y
comercial del cultivo de la menta.
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Utilizacion de endofitos en plantulas
de menta

Dagoberto Castro Restrepo, Maria Isabel Dominguez Rave, Bertha Myriam
Gaviria Gutiérrez, Diana Yurladi Vanegas y Luis Eladio Castro Tabares

Los endéfitos son microorganismos presentes en las plantas, pero que no
causan sintomas de enfermedades. Los registros de fésiles de plantas indican
que estas han estado asociadas con hongos micorricicos y bacterias, asf como
con hongos endofiticos por mas de 400 millones de afios. Ello quiere decir
que se asociaron desde que las plantas colonizaron la Tierra, lo cual cumple un
importante rol en la evolucion de la vida en el planeta (Rodriguez et al, 2009).

La simbiosis entre la planta y el microorganismo requiere una estrecha coordina-
cion de su fisiologfa, su estructura y sus ciclos de vida. Esta asociacion beneficia
a las dos partes, debido a que las plantas hospedantes albergan y protegen al
enddfito, el cual, a su vez, promueve el crecimiento de estas mediante funciones
como la solubilizacion de fésforo vy potasio, la fijacion del nitrdgeno v la sintesis
de fitohormonas (Zhao et al, 2015). De igual manera, los microorganismos
enddfitos son un método de control biolégico, pues estos compiten con los
patdgenos por los mismos lugares dentro de la planta y tienen la capacidad
de liberar sustancias antibidticas y compuestos organicos. En el caso de las
plantas medicinales, los endodfitos pueden producir metabolitos bioactivos e
inducir la produccion de metabolitos secundarios. La simbiosis entre plantas y
microorganismos es un proceso evolutivo altamente especializado y su inte-
raccion ocurre tanto en la zona radical como en la parte aérea de las plantas.

Simbiontes que se a_socia,n a las raices
(microorganismos rizosféricos)

Los principales grupos de microorganismos, aunque difieren en sus meca-
nismos de infeccidn y formas de vida, desarrollan un papel importante cormo
simbiontes. Estos son:

Hongos micorricicos arbusculares (HMA) son simbiontes obligados de las
plantas, los cuales no pueden ser cultivados y no pueden desarrollarse si
no existe una planta huésped, aunque algunas especies como Rhizophagus
spp. se pueden cultivar in vitro en placas de dos compartimentos, donde es
posible recolectar material fungico de un compartimento solo para hongos
(Rosikiewicz et al, 2017).
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Los HMA forman asociaciones con la mayoria de las plantas terrestres. Su
infeccion y establecimiento dentro de las raices es un proceso complejo de
redes y sefales quimicas entre el hongo vy la planta hospedante que, como
se menciond anteriormente, ha evolucionado por millones de afios. Una vez
el hongo se asocia a la rafz, forma estructuras lobuladas relativamente gran-
des denominadas arbUsculos, que se localizan dentro de la pared celular del
huésped y la membrana celular de la planta (Harman & Uphoff, 2019). Estas
asociaciones de hongos con las raices de las plantas mejoran su desarrollo
debido a un incremento en la absorcién de nutrientes poco maoviles como el
fosforo v la produccion de compuestos promotores de crecimiento, tolerancia
a estrés hidrico y salinidad, asf como a enfermedades y nematodos, ademés
de optimizar la estructura del suelo dada la produccién de glomalinas.

Bajo condiciones de invernadero, se realizd un ensayo con plantulas de M.
spicata inoculadas con hongos formadores de micorrizas del género Rhizopha-
qus spp, las cuales se compararon con plantas sin inocular. A los 30 dias se
realizd una infeccion con un indculo de Rhizoctonia sp, aplicado en las raices.
De acuerdo con los resultados, las plantas inoculadas con Rhizophagus spp.
mostraron mejor respuesta en la produccion de biomasa seca (figura 219a) y
menor incidencia de la enfermedad causada por Rhizoctonia (figura 2.19). Ello
confirma el efecto benéfico de la simbiosis.
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Figura 2.19. Efecto de inoculacion de M. spicata con Rhizophagus spp

a. Materia seca en plantas con y sin inoculacién; b. Incidencia de Rhizoctonia spp. en plantas
con y sin inoculacion. Los resultados corresponden a las medias de tres repeticiones con 15
unidades experimentales. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05; Tukey HSD).
Fuente: Elaboracion propia
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El hongo del género Trichoderma es quiza uno de los que tienen mayor dis-
tribucion en el mundo vy con mayor presencia en os suelos. Los miembros
de este género tienen diferentes estilos de vida, incluyendo sapréfitos para la
degradacion de sustratos complejos como los componentes de celulosa, quitina
y lignina, otros que colonizan las partes aéreas, e incluso algunas cepas que
pueden colonizar las raices de las plantas a través de la penetracién directa
de las paredes celulares, convirtiéndose en endofitos eficientes que persisten
durante el ciclo de vida de la planta (Neumann & Laing, 2006).

Trichoderma tiene efectos directos sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas, una mejor absorcién de nutrientes y eficiencia en la utilizacion de
fertilizantes, ademéas de inducir resistencia sistémica (RS) a las enfermedades
(Brotman et al, 2013).

En el presente proyecto, las investigaciones que se realizaron en condiciones
de vivero mostraron que las plantas tratadas con Trichoderma asperellum
presentaron tolerancia a la enfermedad, causada por el hongo Rhizoctonia
sp, e indujo una mayor acumulacion de biomasa seca, es decir, un mayor
desarrollo frente a plantas que no tuvieron este enddfito. Asimismo, se logrd
obtener un contenido de 4cido rosmarinico de 28 mg/100 g de muestra, en
los aceites esenciales de M. spicata, cuando las plantas tuvieron el enddfito de
Trichoderma asperellum, mientras que en plantas sin inocular los contenidos
fueron de 10 mg/100 g de muestra.

Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV): son microorganis-
mos benéficos que viven en el suelo y colonizan la zona adyacente a la raiz
de las plantas (rizosfera), promueven su desarrollo y facilitan la absorcion y
utilizacion de nutrientes minerales. Las RPCV pueden incrementar la produccion
de los cultivos y disminuir la ocurrencia de enfermedades, por o que es una
alternativa en el manejo sostenible de los cultivos. Las més conocidas son
Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Erwinia, Flavobacteria, Pasteuria,
Enterobacter y Azospirillum (Huang et al, 2017).

Las RPCV pueden sintetizar reguladores de crecimiento y sideréforos que
mejoran el crecimiento de las plantas y transformar elementos nutrientes poco
asimilables para beneficiar su absorcion (incluyendo solubilizacién de fosfatos,
silice y fijacion de nitrogeno).

En las investigaciones realizadas con Mentha spicata, se demostrd que las
plantas con el enddfito Bacillus subtilis mejoraron la tolerancia a enfermedades
como Rhizoctonia sp. y el crecimiento de las plantas en condiciones de vivero.
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Microorganismos que se asocian a la filosfera

La filosfera es la parte aérea de las plantas, principalmente la superficie de las
hojas, la cual es un ambiente ampliamente habitado por diversos microorga-
nismos que conforman una microflora especifica.

Las células y esporas de los microorganismos llegan a la superficie de las hojas
y entran en contacto inicialmente con la cuticula, una capa hidrofébica que
protege a las plantas contra la deshidratacion y otros tipos de estrés; después,
los microorganismos ingresan a los tejidos internos de la hoja a través de los
estomas y colonizan primero los espacios intercelulares del mesofilo esponjoso.
Asi, se acercan a las venas menores de las hojas, donde los azUcares que se
transportan en los elementos del floema sirven de fuente de energia a los
microorganismos (Vacher et al, 2016). Entre los microorganismos de la hoja
Ma&s comunes se encuentran:

Bacterias: proteobacterias (Bejjerinckia, Azotobactery Klebsiella), cianobacterias
(Nostoc, Scytonerna'y Stigonemna) y bacterias (Bacillus sp., Pseudormonas spp).

Hongos: principalmente levaduras y hongos filamentosos. De manera especial,
se destacan algunos hongos entomopatdgenos como Beauveria spp, Methar-

hizium spp., Lecanicillium lecanii, Paecilomyces spp., entre otros.

Utilidad de los endofitos

Conocer los procesos de la simbiosis planta-microbio permite tomar decisiones
para el manejo integrado de los cultivos. A continuacion, se describen algunas
de las funciones de los enddfitos en las plantas.

Promocién del crecimiento vegetal los hongos formadores de micorrizas
colonizan especificamente las raices de las plantas; sin ellos, muchas especies
vegetales no podrian sobrevivir en condiciones ambientales adversas. Desa-
fortunadamente, debido al desconocimiento sobre su adecuado manejo vy a
las malas précticas, como la aplicacion de fertilizantes nitrogenados (urea) vy
fosforados, y al empleo de fungicidas sistémicos, se limita su accién vy funcio-
namiento. Estd demostrado que los HMA aumentan la absorcion de fosforo,
inducen la resistencia a patdgenos del suelo y pueden reducir el estrés abidtico
(salinidad, sequia) (Alam et al, 2021).

Los hongos como Serendipita indica'y las cepas de Trichoderma son enddfitos
que colonizan las raices de la mayoria de las plantas para mejorar el crecimiento
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de brotes v raices. De igual manera, inducen la resistencia de las plantas a
enfermedades vy plagas v tienen efectos en la solubilizacion del fésforo fijado
en el suelo. A diferencia de los HMA, se pueden cultivar eficientemente en
medios de cultivo artificiales (Schulz et al, 2002).

Bacterias como Azospirillum sp, Bacillus subtilis sp. y Pseudomonas sp. han
sido suficientemente estudiadas como microorganismos que colonizan la
rizosfera y alteran la arquitectura de las raices, ademéas de que promueven
la produccion de hormonas vegetales como el &cido indolacético (AIA), las
citoquininas vy el acido giberélico (GA3), los cuales generan un incremento en
la superficie radicular de las plantas y la formacion de raices secundarias (Wu
et al, 2021).

Control de insectos plaga y enfermedades en cultivos. En diversos estudios
se ha mostrado que los hongos formadores de micorrizas pueden disminuir
la presencia de diversos patdgenos como hongos, oomicetos, bacterias, virus y
nematodos. Algo similar se ha encontrado con Serendipita indica, que protege
la planta contra patdgenos como Verticillium, Fusarium, Rhizoctonia y otras
enfermedades, a través de mecanismos como la produccion de metabolitos
y enzimas que mejoran la respuesta de la planta.

En el caso de Trichoderma spp, se ha demostrado que tiene la capacidad
de controlar muchos organismos patdgenos como hongos (Fusarium, Colle-
totrichumn, Alternaria y Rhizoctonia), oomicetos (Phytium y Phytophthora) vy
bacterias (Pseudomonas, Xanthomonas) (Harman & Uphoff, 2019).
Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii'y Metharhizium anisopliae son ento-
mopatdgenos que tienen la habilidad de colonizar enddfitamente las plantas
y pueden tener un papel importante en la proteccion de las plantas contra
insectos herbivoros y enfermedades (Vidal & Jaber, 2015).

La salud del suelo como un factor clave para el
equilibrio del agroecosistema

Los actuales sistemas de practicas agrondmicas tienen una incidencia directa
sobre aspectos como la produccion, la calidad, los rendimientos y la presencia
de enfermedades o insectos en los cultivos; todas estas situaciones son los
efectos del manejo vy pocas veces nos detenemos a pensar sobre sus causas.
Se ha visto que los microorganismos juegan un rol importante en el compor-
tamiento de las plantas a partir de la simbiosis, que ocurre desde el mismo
momento en que estas inician la colonizacion del planeta Tierra.
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Una de las principales causas, si no la méas importante, es el problema del
crecimiento poblacional, ya que actualmente se requiere alimentar a una po-
blacién de 8000 millones de habitantes. A ello se suma el inadecuado manejo
de la produccion agricola vy pecuaria, junto a los recurrentes fendmenos de
eutrofizacion de las aguas por los excesos de nitrégeno y fésforo procedentes
de los fertilizantes, la erosion, la desertificacion y la salinizacion, entre otros.

En ese sentido, es necesario reconocer el suelo como un organismo Vivo.
Esto fue demostrado cientificamente por Minami (20271), quien encontré
semejanzas con los sistemas de vida y argumentd que el suelo ingiere,
digiere, utiliza y excreta material y energfa, y también que este sistema de
vida reconoce el medio ambiente y abstrae, forma redes, completa, acumula
y recuerda informacion.

Teniendo en cuenta que el suelo es una base de recursos finitos que sostiene
la vida en el planeta, y que la biota (microorganismos, mesoorganismos y
macroorganismos) le ayuda a realizar sus funciones, asi como a soportar usos
especificos como la agricultura, la referencia a la salud del suelo debe hacer
parte de los diferentes anélisis relativos a la materia orgénica, la diversidad y
el numero de organismos y constituyentes o productos microbianos, que se
complementan con otros indicadores de calidad del suelo, tales como sus
caracteristicas fisicas y quimicas.

En resumen, a partir de la articulacion entre los anélisis de salud y calidad
del suelo, se obtendrd una mejor respuesta en cuanto a la disponibilidad vy el
ciclo de nutrientes, asi como la capacidad de prevenir los dafos por plagas y
enfermedades en los cultivos. La figura 2.20 muestra algunas alternativas para
mejorar la salud y calidad de los suelos.



Capitulo II. Aspectos sobre el manejo agronémico

Diversificaciéon y Mantenimiento y adicién de

rotacion de materia organica (compost)
‘ Estrategias

cultivos

para mejorar
la salud y calidad Labranza minima del
de los suelos suelo y prevencion de la

compactacion del suelo
Cobertura del suelo, P
cultivos intercalados y v
asociados

Manejo integrado de plagas y enfermedades
(MIPE) con énfasis en manejo preventivo

Figura 2.20. Estrategias para mejorar la salud y calidad de los suelos.
Fuente: Elaboracion propia

Como utilizar los enddfitos en la agricultura

Las plantas arométicas, condimentarias y medicinales tienen restricciones para
el empleo de agroquimicos, debido a que su presencia en los tejidos vegetales
puede alterar la calidad de los metabolitos secundarios v, por lo tanto, la salud
de los consumidores. Esto, sumado a las percepciones sobre sus efectos en
el medio ambiente, justifica el reto de buscar alternativas de manejo.

En el presente proyecto, la utilizacion de los endéfitos en micropropagacion
mejord el crecimiento de M. spicata; se indujo resistencia sistémica a patbgenos
y aumento los contenidos de 4cidos polifendlicos totales que contribuyen a
la actividad antioxidante, y del acido rosmarinico, que es un potente agente
antimicrobial

La tabla 21 presenta el momento de aplicacion de algunos enddfitos evaluados
en el cultivo de menta.
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Tabla 2.1. Momentos de aplicacién de enddfitos en menta

Agente biolégico Momento de aplicacién

Micorrizas (hongos formadores de micorrizas) En la etapa de endurecimiento de plantas in vitro.
En esquejes durante la fase de enraizamiento.
En semillas durante la etapa de germinacion.

Trichoderma spp. Al menos una semana antes de realizar la siembra, para
prevenir el ataque de enfermedades

En el momento del trasplante al suelo en forma de drench.

Durante el enraizamiento de esquejes y la germinacion de
semillas.

Bacillus spp Se puede aplicar al sustrato junto con Trichoderma.

Cuando aparezcan pudriciones bacteriales.

Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii'y Cuando se hayan formado verdaderas hojas para prevenir
Metharhizium anisopliae el ataque de trips, mosca blanca, 4fidos y &caros, entre
otros.

Fuente: Elaboracion propia
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Fertilizacion quimica y bioldgica en la
produccion de menta en suelos andisoles
del Oriente antioqueno

Alvaro de Jesus Tamayo Vélez, Carolina Ortiz Mufioz,
German Franco vy Luis Eladio Castro Tabares

La familia Lamiaceae estéd compuesta principalmente por plantas como la
menta (Mentha spp), la albahaca (Ocimum spp), el romero (Rosmarinus
officinalis) y el tomillo (Thymus spp.), entre muchas otras de conocido valor
medicinal y culinario (Castro-Alayo et al, 2019; Veldsquez-Vasquez et al, 2019).
Entre los factores necesarios para la produccion sustentable en el cultivo de la
menta se encuentra el manejo adecuado de la nutricién, que busca obtener
un alto rendimiento en biomasa, asf como una alta produccién vy calidad en el
contenido vy la concentracion de los metabolitos de interés. Normalmente, en
los cultivos de produccion de hojas, en cada ciclo de produccion se aplica una
dosis de nitrdgeno de lenta liberacion, pero suficiente para un buen desarrollo
foliar (Brown et al, 2003). En nuestro medio, es poca o nula la informacion
que se tiene acerca de la respuesta del cultivo a la aplicacion de NPK| razén
por la cual se planted el presente estudio, en el que se evaluaron diferentes
dosis de nitrégeno y potasio, y una dosis constante de fosforo (tabla 2.2), sobre
la produccion de follaje de menta.

Tabla 2.2. Tratamientos de fertilizacion evaluados en el cultivo de menta
en tres localidades del Oriente antiquefio

Tratamiento Nitrégeno Potasio Fésforo
N (kg har) (kg ha")
! 60 60 100

2 60 120 100
3 60 180 100
4 120 60 100
5 120 120 100
6 120 180 100
7 180 60 100
8 180 120 100
9 180 180 100

Fuente: Elaboracion propia
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Adicionalmente, se contd con un testigo de agricultor (fertirriego), que fue
denominado tratamiento 10 (N 14 g/m? P 06 g/m? K23 g/m? CaB 05 g/m?,
aminoé&cidos 0,2 g/m?, para un ciclo de produccion con la siguiente secuencia:
semana 3 aminoacidos y P semana 4 Ny K semana 5 CaB).

Los suelos andisoles en los que se desarrolld la presente investigacion se
caracterizan por tener alta capacidad de cambio anidnico, alta fijacion de
fosfatos y una baja mineralizacion de la materia orgénica, por lo que en altitudes
superiores a 1700 m's. n. m. hay acumulacion de esta materia orgénica; sin
embargo, dada la alta precipitacion, normalmente por encima de los 1800 mm,
se produce un lavado periddico de las bases intercambiables, lo que genera su
desbalance. Debido a esta condicion, el pH del suelo normalmente se encuentra
entre fuertemente &cido v &cido, lo que sugiere aplicaciones periddicas de calcio
y magnesio, y/o correctivos,

El experimento se realizd en tres localidades de clima frio moderado del Oriente
antiqueno, C. |. La Selva (N 0620801 W 7592 505", a 2100 m s. n. m; El
Retiro, vereda El Chuscal (N 06203580 W 0,/522658,0"),a 2218 ms. n.m.,
y Rionegro, vereda Galicia (N 0691130,2" W 0,/5221396"),a 2089 ms. n.m.
Se evaluaron dosis crecientes de nitrégeno y potasio (60-120-180 kg ha'), méas
una dosis constante de fosforo (100 kg ha'). Cada parcela media 3 m de largo
x 12 m de ancho, en las que se cosechaban las plantas centrales, a partir de
un marco de referencia. Se usé un disefio de bloques completos al azar, con
cuatro repeticiones, en un arreglo factorial, donde el factor A fue la condicion
ambiental del cultivo (invernadero y campo abierto) y el factor B, los niveles
de Ny K. Para la diferencia de medias se utilizo la prueba de Tukey; el anélisis
considerd un total de 10 cosechas.

Para medir los pesos frescos y la produccion por area, se tomaron submues-
tras de hojas v tallos, a partir de un marco de referencia de 40 x 40 cm, que
posteriormente fueron molidas y llevadas al laboratorio para determinar su
concentracion de nutrientes y el orden de remocion, por tonelada de materia
seca de follaje.

Para desarrollar esta investigacion, se definieron dos tipos de material vegetal
de exportacion, correspondientes a la parte de la planta que se cosecha para
exportar vy la soca, parte de la planta que corresponde a biomasa verde que
no se exporta.
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Fertilizacion quimica

Los datos fueron analizados bajo diferentes modelos estadisticos. Se selecciond
el de mayor ajuste, siendo el lineal mixto el més idéneo. Los factores fijos fueron
la fertilizacion (N y K), la condicién (invernadero y campo abierto) v la localidad,
y el elemento aleatorio fueron las cosechas. De acuerdo con la figura 2.21,
se presentaron diferencias estadisticas en la condicion de invernadero versus
campo abierto, obteniéndose los mayores pesos bajo condiciones protegidas.
Esta situacion fue constante en las tres localidades.

400
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Figura 2.21. Produccion de menta bajo dos sistemas de cultivo, invernadero
y campo abierto, en tres localidades del Oriente antiquerio.
Fuente: Elaboracion propia

Para el peso verde, se presentaron diferencias significativas entre las tres lo-
calidades (P 00003), la condicion de cultivo (invernadero o campo abierto)
(P 00012) y la interaccion fertilizacion por localidad (P 00013). En todas las
localidades, la condicion bajo invernadero fue la variable que presentd mayor
produccion de forraje verde vy seco; los promedios fluctuaron entre Ty 2 kg
de forraje verde. Segin la figura 2.22, se presentaron diferencias significativas
entre los niveles de fertilizacion para la variable material de exportacion; los
niveles éptimos se presentaron con la aplicacion de nitrégeno (120 kg ha) y
potasio (60-120 kg ha™).
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Figura 2.22. Producciéon de material de exportacion de menta en el Oriente
antioquefio. Donde el eje de la abscisa (x) corresponde a los tratamientos de fertilizacion
evaluados y el de la asintota (y), al peso fresco de las plantas para exportacion.
Fuente: Elaboracion propia

El efecto de la fertilizacion fue marcado para los niveles de N de 120 kg
ha'y de K entre 60 y 120 kg ha' (figura 2.23). EL N es uno de los nutrientes
responsables del crecimiento vegetativo; sin embargo, no sigue una tendencia
lineal infinita, sino que los cultivos llegan a un punto de saturacion del elemento
(Alejo-Santiago et al, 2015).
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Figura 2.23. Produccion de soca de menta en el Oriente antioquefio.
Donde el eje de la abscisa (x) corresponde a los tratamientos de fertilizacién
evaluados y el de la asintota (y), al peso fresco de la soca.

Fuente: Elaboracion propia
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Al analizar la fertilizacion quimica (incluyendo el fertirriego) en la localidad
de La Selva (figura 2.24), se observo que el tratamiento 10 (fertirriego) fue
superior a la fertilizacion quimica; sin embargo, fue estadisticamente igual en
los rendimientos de la menta de exportacién cuando se aplicé 60y 120 kg ha'!
de nitrégeno y potasio, respectivamente. La condicion con vy sin invernadero
también afecto la produccion del excedente (materia seca de los residuos). Para
el caso del potasio, los resultados de este ensayo concuerdan con lo reportado
por Castro et al. (2005),

ab a ab ab b ab ab b ab a

=
o

s

Peso exportacion (kg)
O, N WA UL N 0O

7 8 9 10
Fertilizante

Figura 2.24. Produccion de material verde de exportacién de menta en el
C. |. La Selva, con fertilizacién quimica y fertirriego (tratamiento 10).
Fuente: Elaboracion propia

Fertilizacion organica-biofertilizacion

Se estudiaron dos ambientes: invernadero y campo abierto. Las parcelas estaban
constituidas por 3 m de largo x 12 m de ancho. En todos los tratamientos se
realizaron seis cosechas, en las que se cuantificd la produccion de material de
exportacion y soca. Se utilizd el método de la cuadricula de 40 cm de lado, que
posteriormente se convirtid a 1 m? de &rea. En esta situacion, se evalud el material
de exportacion y el peso seco de la soca; posteriormente, se llevd una muestra al
laboratorio para determinar la concentracién de los nutrimentos mayores y menores.

Para el anélisis de la informacion, se utilizd un disefio completamente al azar
en un arreglo factorial combinado sobre las cosechas, donde el factor A fueron
las condiciones (invernadero y campo abierto) y el factor B, la aplicacion de
biofertilizantes (solubilizadores de nitrégeno y fosforo). Para la variable material



Capitulo II. Aspectos sobre el manejo agronémico

de exportacion, se presentaron diferencias altamente significativas (p>0,01). Los
factores Ay B también presentaron diferencias significativas al 5 %. Se observo
una mayor produccion de material de exportacion en invernadero que en campo
abierto; una situacion similar se encontré cuando se aplicaron los biofertilizantes,
los cuales aumentaron la produccién de material de exportacion (tabla 2.2).

Tabla 2.2. Produccion de menta en el C. |. La Selva, con tratamiento de biofertilizacion

Tratamientos Quimico™* Quimico + biofertilizacién

Variables

Material de exportacion (g/m?)

Peso verde soca (g/m?)

Peso seco soca (g/m?)

Invernadero Campo abierto Invernadero Campo abierto
470 a" 4150 4,86 a 398D
146,06 a 124,77 b 14198 a 128850
28400 3831a 34,72 a 3197 b

* Los promedios seguidos de la misma letra en forma horizontal no difieren estadisticamente al nivel del 5 %, segiin

prueba de Tukey (p < 0,05)

“*Quimico 120 N, 100 Py 120 K (kg ha)

Fuente: Elaboracion propia

Segln se observa en la tabla 2.3, en la localidad de El Retiro se presentd

una tendencia similar a la encontrada en el C. | La Selva, donde la condicion

bajo invernadero superd al campo abierto en la producciéon de material de

exportacion; en el caso de la soca (peso verde y materia seca), su produccion

fue mayor para el quimico a campo abierto, ya que el material remanente

no exportable es més lignificado en esta condicidon. Respecto al tratamiento

quimico + biofertilizacién, los rendimientos del material de exportacion en in- 65
vernadero fueron superiores a los de campo abierto v, de igual forma, aumentd

la produccion de la soca.

Tabla 2.3. Produccién de menta en la localidad El Retiro, bajo dos condiciones (invernadero y campo abierto)

Tratamientos Quimico** Quimico + biofertilizacién

Variables
Material de exportacion (g/m?)
Peso verde soca (g/m?)

Peso seco soca (g/m?)

Invernadero Campo abierto Invernadero Campo abierto
19,68 a* 339b 13,28 a 979b
14275 b 20744 a 210,75 a 13944 b
4401b 70,79 a 7027 a 4453 b

* Los promedios seguidos de la misma letra en forma horizontal no difieren estadisticamente al nivel del 5 %, segin

prueba de Tukey (p < 0,05)

** Quimico 1720 N, 100 Py 120 K (kg ha)

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla 24 muestra que en el tratamiento de quimico + biofertilizacion se
observaron incrementos en los rendimientos de material de exportacion, es-
tadisticamente diferentes; los pesos de la soca (peso verde y peso seco/m?)
fueron estadisticamente iguales.

Tabla 2.4. Produccién de menta en la localidad de Rionegro, bajo cubierta

Quimico + biofertilizacién Probabilidad

Material de exportacion (g/m?) 37938 317b 00027
Peso verde soca (g/m?) 12579 a 134,83 a ns
Peso seco soca (g/m?) 2984 a 3178 a ns

* Diferencias significativas en forma horizontal, segin anélisis de varianza (Anova)

Fuente: Elaboracion propia

Concentracion de nutrimentos

Los promedios en los contenidos de los nutrimentos en las hojas fueron similares
en todas las localidades, en condiciones de invernadero y campo abierto, con
una situacion similar para los diferentes tratamientos evaluados; por esta razon,
se muestra una tabla promedio de los elementos concentrados en los tipos de
materiales. De acuerdo con la tabla 2.5, bajo invernadero los contenidos de N, Ca
y Mg fueron superiores a los contenidos de la soca; el Py el S fueron iguales en
ambas situaciones. En cuanto a los elementos menores, fueron variados y altos en
ambas situaciones, y como situacion normal en suelos andisoles, los contenidos
de hierro fueron muy altos; sin embargo, en este cultivo y en otros no se han
encontrado toxicidades. Marschner (2012) menciona que la concentracion éptima
de N, para alcanzar un buen crecimiento y desarrollo en la mayoria de los cultivos,
es de 2 a b %, aunque este rango puede variar dependiendo de la especie y el
estado de desarrollo de los drganos. Havlin et al. (2004) indican que en las plantas
el N se encuentra entre 1y 5 % como componente de materia seca total

Tabla 2.5. Contenidos de los nutrientes en material de exportacion y soca

Nutriente
(%) (mg/ke)
Material de exportacion 39 02 57 16 04 01 1008 100 107 194 131
Soca 32 02 57 09 03 01 843 600 135 205 132

Fuente: Elaboracion propia
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Conclusiones

Para obtener buenos rendimientos en la exportacion de menta, es necesario
aplicar en el suelo: nitrdgeno, en dosis de entre 60 y 120 kg ha™: potasio, entre
120 y 180 kg ha-', y fésforo, en dosis minimas de 100 kg ha™.

La adicion de biofertilizantes como los solubilizadores de nitrégeno y fésforo
mejoran la produccién de menta.

El orden de remocion total de nutrientes por tonelada de materia seca de follaje
en las condiciones evaluadas es: Ks>N>Ca>Mg>P>S>FesMn>Zn>B>Cu.
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Subproductos agricolas y sus posibilidades
de aprovechamiento en cultivos de mentay
plantas comercializadoras

Luz Mary Quintero Véasquez, Maria Orfilia Vargas Arcila, German Franco,
Juan Camilo Henao Rojas, Carolina Zuluaga Mejia e Inés Amelia Madrofiero Solarte

El cambio en los habitos alimentarios y el aumento de la poblacion, al igual que
el incremento en la produccion y el procesamiento de productos horticolas ha
aumentado los residuos derivados de las empresas que industrializan frutales,
vegetales y plantas arométicas y medicinales. Se estima que alrededor de
un tercio de la producciéon mundial anual de los alimentos para el consumo
humano se pierden o desperdician, o que equivale a unos 1.300 millones de
toneladas (FAO, 2012, Garcia, 2022). Esto ha ocasionado pérdidas econdémicas,
principalmente en productores de pequefia escala y problemas ambientales
generalizados.

Con el objetivo de promover la investigacion y la transformacion de materias
primas de origen vegetal en productos finales con valor afiadido, el documento
Conpes 3582 de 2009 prioriza el sector de los alimentos, cosméticos vy articu-
los de aseo, dentro del cual se encuentran las plantas arométicas. Shahid et al.
(2013) reportan que la creciente demanda de plantas arométicas y medicinales
en el mundo ha generado la necesidad de suministrar materias primas a partir
de especies vegetales, cuyos compuestos bioactivos estén disponibles en la
concentracion deseada, segun el proceso de transformacion al cual seran
sometidos.

La produccion comercializable de plantas aroméaticas, medicinales, condimen-
tarias y afines (PAMCyA) genera millones de toneladas de residuos, lo cual
plantea la importancia de crear mecanismos apropiados para su tratamiento
e implementar tecnologias sostenibles para reducir amenazas ambientales
(Zhou et al, 2018); no obstante, la investigacion al respecto es escasa (Jeelani
et al, 2018; Garcia, 2022). Una estrategia bastante empleada es el compostaje
(Zhou et al, 2018), aunque con algunos desafios técnicos (Wang et al, 2016,
Zhou et al, 2014, 2018). Por esta razon, es indispensable explorar alternativas
para la utilizacion de los residuos generados en cultivos de PAMCYA, ya que
por cuestiones estéticas, mas no de calidad interna, gran cantidad de biomasa
queda fuera de los circuitos comerciales.
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Atendiendo a la tendencia mundial denominada economia circular como una
posibilidad de desarrollo alternativo parar generar nuevas oportunidades de
negocio y trabajo, asi como a la disminucién del desperdicio de alimentos, se
puede potencializar el uso de los residuos agricolas vy agroindustriales, que
son una fuente importante de compuestos bioactivos, con efectos benéficos
para la salud y la prevencién de enfermedades. Los subproductos y residuos
pueden provenir de las partes no comestibles de las plantas o de aquellas que
no se comercializan por factores estéticos. Entre estos se pueden encontrar los
generados de forma simulténea a partir de la materia prima, los que resultan de
alguna fase del proceso de produccion y aquellos que son fuente potencial de
ingredientes, nutrientes y micronutrientes (fibra, prebidticos, antioxidantes). Existe,
entonces, la posibilidad de usar vegetales enteros o algunas de sus partes, con
los cuales se pueden producir platos preparados, concentrar los metabolitos
de interés para obtener saborizantes naturales con un aporte nutritivo extra
y elaborar otros productos intermedios con potencial para la agroindustria, la
cosmética o la industria farmacéutica (Costa et al, 2027 Garcia, 2022).

En el caso de la menta (Mentha spicata), debido a los requerimientos de calidad
exigidos para exportacion de material en fresco, se requiere realizar una clasifi-
cacion estricta de la materia prima, por o que no toda la produccion se puede
comercializar. Por ello, se llega hasta un 40 % de subproductos no comercializa-
bles (Bonilla & Guerrero, 2010; Quintero et al, 2015). En la cosecha del cultivo se
descartan los tallos y hojas con dafios fisicos, bidticos y mecanicos, cuyo producto
no se puede exportar (Bonilla et al, 2008; Bonilla & Guerrero, 2010). En la planta
de poscosecha, al realizar las operaciones de monitoreo sanitario y poscosecha
(seleccion, clasificacion, impieza, maquillaje, pesaje, emnpaque para exportacion
y almacenamiento en frio), a fin de cumplir con la calidad del producto segin
los requerimientos del mercado de exportacion, se produce un nuevo residuo a
partir del producto que no cumple con la calidad deseada, lo cual aumenta las
pérdidas (Bonilla & Guerrero, 2010; Quintero et al, 2015).

Condiciones generales de los predios

La informacion meteorolégica recopilada en las localidades donde se realizaron
los experimentos permitié conocer algunas tendencias de los componentes del
clima: se observod que la temperatura varia muy poco durante el afo, con una
desviacion estandar menor a 1. la humedad relativa también es estable, con
Una desviacion estandar entre 3y 6; se identificd un coeficiente de correlacion
de 0,82 entre la cantidad de luz v la produccion de menta en el sistema de
produccion protegido, que indica una influencia positiva de la cubierta sobre la
produccion, mientras que para campo abierto este valor fue de 047
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Segun la metodologia indicada por Pifieros (2010), con algunas modificaciones,
se determinaron las condiciones generales de las fincas productoras y de las
plantas comercializadoras, se cuantificod la produccion de subproductos por
diferentes causas vy se dieron recomendaciones para la reduccion de pérdidas
en cosecha y poscosecha de la menta.

Las condiciones generales de los predios permitieron conocer que los cultivos
se encuentran establecidos en veredas y municipios cercanos al Aeropuerto
Internacional José Marfa Cérdoba de Rionegro, con vias pavimentadas. Antio-
quia exporta el 98 % de su produccion a Estados Unidos y Canad4, y el resto
se comercializa en el mercado nacional en las plazas mayoristas, laboratorios
y tiendas naturistas (Quintero et al, 2014). La menta se cultiva a campo abierto
y bajo cubierta entre los 1536 a 2699 m s n. m. Los productores manifiestan
que el cultivo bajo cubierta presenta un aspecto mas vigoroso que el de campo
abierto, pero este Ultimo tiene aparenternente mayor rendimiento y es el més
exportado porque tiene mayor vida Util vy calidad organoléptica.

Los propietarios del cultivo tienen entre 38 y 65 afios. Para las labores de
campo se contrata personal (hombres y mujeres) con edades que oscilan entre
los 32 y los 58 afos. El nivel académico de los productores corresponde a la
educacion media, tecnologias y profesionales. Aunque el area sembrada es
pequena (0,09 a 9.2 ha) para este tipo de cultivo, sus caracteristicas permiten
clasificar a los productores como medianos y grandes, debido al buen ejercicio
econdmico de la actividad. De otra parte, los terrenos en los cuales establecen
el cultivo son propios vy alquilados.

La semilla de menta que se siembra en Antioquia fue introducida desde Cun-
dinamarca hace aproximadamente 15 afios por recomendacion de otros pro-
ductores, comercializadoras vy clientes. En la actualidad, el material de siembra
se obtiene en las mismas fincas y las plantas se propagan mediante esquejes
y rizomas.

Por el habito de crecimiento, que cubre toda el drea donde se planta, no se
observa una distancia de siembra modal en el cultivo; se observan diferentes
espaciamientos entre plantas y surcos (10 y 20 cm entre plantas, 30 y 40 cm
entre surcos), con densidades de siembra desde 200 hasta 1.800 plantas por
cama de 36 m?, que obedecen a las sugerencias registradas por Castro et al.
(2013). Los productores consideran que el mejor material de siembra es el
obtenido de cultivos a campo abierto, que se puede plantar bajo cubierta y a
libre exposicion, lo cual se hace de manera escalonada para lograr la produccion
y comercializacién durante todo el afio. La tabla 31 muestra caracteristicas
modales de los productores de menta del Oriente antioquefo.
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Tabla 3.1. Algunas caracteristicas de los cultivadores de menta del Oriente antioquefio

Variable

Edad
Estudios

Tenencia de predio
Variedad segin productor

Procedencia de la semilla
por primera vez

Quién le recomendd
material

Cémo desinfecta la planta
antes de sembrar

Distancia de siembra
plantas—surcos (cm)

Cantidad de material que
siembra

Altura de la cama (cm)

Duracion del cultivo (afios)

Plagas que identifica

Productor
2
38 63
Profesional Profesional
Alquilado Propio

Mentha spicata Mentha spicata

Productor de
Cundinamarca

Exportador Productor
Yodo Yodo
10 x 30 20 x 40

Para 1Tm?, 2 kg de
esquejes o rizomas

Para cama de 30 m? 10 kg
de semilla vegetativa

20-30 20

50 mas 50 mas

Babosas, chinches Larvas, chiches, babosas

37
Profesional

Alquilado

Mentha spicata

Comercializadora
Cliente y experiencia
propia

Yodo, cuando es planta
con rafz no desinfectada

Un esqueje seguido de
otro x 40

Para cama de 30 m?, 40
kg de rizomas

15
3

Babosas, nematodos,

mosca blanca, larvas

Roya, tallos deformes

Enfermedades que identifica Roya Roya (rajadios)

Perforaciones, amarillamiento

oor falta de luz Perforaciones

Dario fisico de la hoja Perforacién por granizo

Fuente: Elaboracion propia con base en los datos suministrados por los productores

Las cosechas se realizan segin las condiciones de mercado vy la demanda de
los importadores; el tamafo del tallo que se cosecha varia entre 15y 30 cm;
si se cosechan tallos con mayor longitud, la produccion de subproducto es
mayor, debido a que se realiza un primer maquillaje en campo v luego otro mas
riguroso en la planta comercializadora. Respecto al lugar de almacenamiento,
después de cosechar la menta, se lleva al centro de acopio de la finca. La
exportacion se efectla por via aérea y se estima que entre la cosecha y la
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llegada del producto al pais de destino pueden transcurrir unas 1/ horas, sin
contabilizar retrasos en los vuelos; ademés, durante este tiempo se pueden
producir dificultades en la cadena de frio, lo que reduce la vida Util del vegetal.
La tabla 3.2 muestra las principales caracteristicas de las labores realizadas
en poscosecha de la menta en el Oriente antioquefo.

Tabla 3.2. Algunas caracteristicas de la poscosecha realizada
en fincas de productores de menta del Oriente antioquefio

Productor
Variable
2
1® & campo 8 0 5
abierto
Siguientes a
6,1 10 6,5
Cosecha  campo abierto ' '
(semanas)
1% bajo cubierta 6 Entre 8y 10 7
S\gg\entes bajo 6 0 a5
cubierta
Tamano del tallo cosechado 5095 55.30 1520
(cm)
Frecuencia de cosecha Diario 2 veces x semana 2 veces x semana
C tilla plast biert last
Recipiente de cosecha Caja de poliestireno expandido Anastiia Pasiica FECUbIETs con piastico

transparente

- Altura de la planta de

: 73
50-60 cm - Altura de la planta

- Tiempo seco
- Altura de la planta de 35-40 cm

Criterio de cosecha - Hoja ancha y de color
e - Hoja ancha y de color oscuro ! J de 25-30 cm
0SCUro
- Tallo grueso
- Tallo grueso
De dénde obtiene Lo que queda en el cultivo luego de la cosecha, hojas contaminadas por virus y
subproductos plantas que no se exportan por poca demanda o por dano de plagas o enfermedades.
- Compostaje
- Compostaje - Secado de menta para
- Extract t
Uso del subproducto * raclo e sene - Compostaje
- Aromaticas - Menta fresca para
- Semilla extraccion de aceite
esencial
Apariencia de la cosecha Buen estado Regular estado Excelente estado
Almacenamiento temporal
I P 5 9C refrigerado 10 2C ambiente 5 oC refrigerado

en acoplo

Continva en la pagina 74
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continuacion tabla 3.2

Productor

Variable

Cosecha 1 1 1
0
Acopio en finca 3 > (del campo
” a la planta
urecon comercializadora)
del
proceso Almacenamiento
(horas) en bodega de 8 8 8
maquillaje

Transporte pais
de origen-pais 8 8 8
de destino

Fuente: Elaboracion propia con base en datos suministrados por los productores

Los datos obtenidos en las empresas comercializadoras de menta indican que
en un dia pueden ingresar desde 72 hasta 344 kg, con un promedio entre
19071y 40 % de subproducto generado. Los valores relacionados en la tabla
3.3 muestran la cantidad de biomasa rechazada, que podrfa utilizarse como
materia prima para agregacion de valor mediante procesos agroindustriales,
con lo cual se reducirian considerablemente estos valores.

Tabla 3.3. Cuantificacién del subproducto en planta comercializadora

Cantidad de menta Cantidad de menta Subproducto | Subproducto
Comercializadora
que ingresa (kg) para exportacion (kg) (9] (%)

104,00 82,00 22,00 2115
1 2 142,00 115,00 2700 19,01
1 3 8740 62,00 2540 29,06
1 4 7200 54,00 18,00 2500
1 5 7500 56,30 18,70 2493
1 6 166,00 114,00 52,00 3133
1 7 162,00 124,00 38,00 2346
2 1 243,00 195,00 48,00 1975
2 2 179,00 14100 38,00 2123
2 3 344,00 228,00 116,00 33,02
2 4 9550 60,00 3550 3717

Continva en la pagina 75
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Cantidad de menta

Cantidad de menta
para exportacion (kg)

Subproducto

(kg)

Capitulo lll. Poscosecha y agroindustria

Subproducto
(%)

Comercializadora | Muestreo que ingresa (kg)
2 5 100,00
2 o) 288,00
2 7 148,00
2 8 300,00

60,00

212,00
1M,00
22500

40,00
76,00
3700
7500

40,00
26,39
2500
2500

Fuente: Elaboracion propia

La inforrmacion sobre el subproducto obtenido en finca se relaciona en la tabla
34, que no incluye las cantidades producidas debido a problemas fitosanitarios
0 cuando se cosecha para semilla, lo cual corresponden a méximos globales
de 746 % de subproducto obtenido.

Tabla 3.4. Produccién de menta y cuantificacion del subproducto en finca

Subproducto en el érea

o Cosecha total (t/ha) Subproducto (t/ha) cosechada (%)
Cubierta Campo abierto Cubierta Campo abierto Cubierta Campo abierto

393 252 293 16,6 746 659

1 50,2 226 318 90 633 3938
189 326 189 20 100,0* 613
304 179 94 5] 310 284
202 455 49 318 245 700 &
16,2 155 16,2 155 100,0** 100,0**
357 264 206 157 578 590

’ 26,7 324 164 225 610 69,0
19 116 38 33 320 280
193 13,2 38 70 200 530
257 16,1 64 80 250 500
13,3 0 50 0 380 0
27 26 50 0 390 0

’ 106 2] 29 0 270 0
197 126 43 6,5 220 510

Continva en la pégina 76. .
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continuacion tabla 3.4

Productor

Subproducto en el area

Cosecha total (t/ha) Subproducto (t/ha) cosechada (%)
Cubierta Campo abierto Cubierta Campo abierto Cubierta Campo abierto
235 279 14,0 10,2 590 370
30,7 312 13,3 125 430 400
194 272 127 175 659 64,0
333 279 16,3 151 490 540
96 239 48 6.4 500 270
15 109 40 36 340 330
26,5 26,2 94 6.6 36,0 250

* Problemas fitosanitarios
“* Se cosecho para semilla

Fuente: Elaboracion propia a partir de cosechas en finca de productores

Evaluacion de las pérdidas por causas primarias 'y
secundarias y obtencion de subproductos

Para efectos de este trabajo, al material de menta que no se comercializa después
del proceso de la cosecha se le denominara subproducto, que es un “bien secun-
dario obtenido de un proceso industrial, cuando dicho procedimiento originalmente
se llevd a cabo para fabricar otro producto” (Westreicher, 2022). Para visualizar los
puntos del sisterna de produccién en el cual se producen volimenes de material
no exportable y pérdidas, se deben considerar los siguientes aspectos: la cosecha
que se realiza cada 50-60 dias, las condiciones ambientales, el sistera de cultivo
(campo abierto o cubierta) v la altura de la planta.

Una vez se corta el follaje para exportacion, se realiza un maquillaje en campo
que consiste en eliminar partes de la planta que no cumplen con la calidad
requerida; esto se considera una fuente de subproducto, aunque en baja can-
tidad. Las plantas que quedan en campo después del corte se consideran el
primer subproducto generado; esta es la principal fuente y se cataloga como
pérdida por causa primaria para el productor, debido a que, en su mayoria, no se
comercializa. La tabla 3.4 muestra el total cosechado v la cantidad de material
que el productor deja en campo, el cual se estima como una causa primaria.

Otra fuente de subproductos son las plantas comercializadoras donde se
realizan procesos de acondicionamiento (maquillaje) del material para expor-
tacion, en las que se descarta el material que no cumple los requisitos para el
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efecto; esto es considerado como pérdida por causas secundarias. El material
descartado tiene mejor calidad que el subproducto obtenido en campo, cuya
cuantificacion se observa en la tabla 3.3.

Los valores presentados en las tablas 3.3,y 34 permiten observar la cantidad
de biomasa considerada como subproducto y que tiene potencial de utilizacion
como materia prima para procesos de agregacion de valor, mediante los cuales
se podria reducir su cantidad y ofrecer una nueva alternativa de ingreso al
productor.

Dado lo anterior, se propone tipificar los subproductos segn su origen, de la
siguiente forma:

Subproducto de buena calidad material obtenido en las comercializadoras,
con baja carga de particulas de tierra, generalmente libre de plagas vy enfer-
medades, en estado verde v fresco, y con tallos enteros. Su manipulacion y
adecuacion antes de ser procesado agroindustrialmente es facil y es adecuado
para obtener bioproductos.

Subproducto de calidad intermedia: material obtenido de cultivos de expor-
tacion después de la cosecha, que corresponde al tercio medio de la planta,
de apariencia regular y presenta hojas verdes, frescas, de diferente tamario y
algunas evidencian darios fisicos. Requiere de desinfeccion porque presenta
contaminacion microbioldgica y particulas de tierra, y tiene una baja inciden-
cia de plagas y enfermedades. Su manipulacion y adecuacion antes de ser
procesado agroindustrialmente requiere mayor acondicionamiento que el de
buena calidad, y es adecuado para obtener bioproductos.

Subproducto de calidad baja: material obtenido en cultivos de exportacion
después de la cosecha y de cultivos para mercado nacional. Esté constituido
por el tercio inferior de la planta y presenta hojas cloréticas, debido a la falta
de luz en su base. No es adecuado para proceso agroindustrial y se puede
emplear como material para compostaje. Los diferentes tipos de subproductos
requieren lavado y desinfeccion antes de ser procesados.

Recomendaciones para la reduccion de pérdidas en
cosechay poscosecha de la menta

SegUn la tipificacién de los subproductos, la primera acciéon para disminuir la
cantidad de biomasa no aprovechable se basa en el manejo integrado del
cultivo, enmarcado bajo el esquema de Buenas Practicas Agricolas (BPA),
realizado por la mayorfa de los productores que tienen sus predios registrados.
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Como complemento, se recomienda incorporar los resultados de investiga-
cion expuestos en este documento a los programas de BPA implementados
en los predios, que pueden resumirse asf: tener clara la identidad genética del
material, importante para poder explorar nuevos mercados internacionales;
en o posible, realizar la cosecha en el momento éptimo de recoleccion; ferti-
lizar seguin las necesidades del cultivo en cuanto a la absorcién diferenciada
de nutrientes, y realizar el control de lepiddpteros vy otras plagas asociadas
y enfermedades.

Es indispensable usar subproducto de buena calidad y de calidad intermedia
para la produccién de bioingredientes como extracto y material seco y molido,
de tal forma que se pueda aprovechar la riqueza metabdlica y las propiedades
antioxidantes de la menta cultivada en el Oriente antioquefio. Ello permitira
diversificar el mercadeo de la planta y que los productores obtengan ingresos
adicionales. En este sentido, la exploracion de mercado realizada vy la prueba
sensorial de los bioproductos como la tisana, el extracto v la tisana de panelita
con extracto de menta permitieron identificar que existen posibilidades de
mercado y que tienen buen nivel de aceptacion por los consumidores, quienes
estarian dispuestos a pagar un precio diferencial segin el producto.

A lo anterior se puede agregar la posibilidad de mercado interno de material
de menta seco con empresas de alimentos o productos naturales en Colom-
bia, de tal forma que sea aprovechable su capacidad antioxidante, pues este
tipo de material presenta actividad de DPPH, como eliminador de radicales
libres de 56 % de inhibicion, respecto a otros reportes en la misma especie,
con 54,68 % de inhibicion. Algunos autores asocian dicha capacidad, princi-
palmente, a la presencia de monoterpenos y monoterpenoides en extractos
de menta verde (Alsaraf et al, 2021), con mayor capacidad reductora, medida
por FRAP comparada con lo informado por Yousuf et al. (2027).

Entre los metabolitos que contiene la menta, se conoce que los acidos
clorogénicos tienen un efecto antimicrobiano en bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, y se evidencia actividad bactericida contra Pseudomonas
fluorescens y Staphylococcus aureus (Farjana et al, 2014; Suérez-Quiroz
et al, 2013). Dentro de estos metabolitos, la esculetina de la menta sem-
brada en Colombia presenté alto porcentaje de inhibiciéon antimicrobiana
sobre S. aureus resistente a meticilina, condicion que permite proponer
que sea utilizada en productos dirigidos a efectos antioxidantes, proteccion
UV y actividades antimicrobianas. Lo anterior consolida las caracteristicas
del potencial biofuncional de la planta para la produccién y comercializacion
del extracto.
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Conclusiones

Es factible la utilizacion de los subproductos de calidad buena e intermedia
generados en las fincas exportadoras de menta y en las comercializadoras, con
lo cual se puede disminuir la cantidad producida en al menos un 50 %. Ello
representa para los productores una alternativa adicional de ingresos, al agregar
valor a una produccién de biomasa que generalmente se descarta. Los bioin-
gredientes ofertados tienen buen potencial de aceptacion en el mercado, seglin
lo observado en una exploracion inicial de mercado con potencial biofuncional.

Las utilidades de estos resultados permitiran fortalecer la toma de decisiones
para la formulacion de productos con caracteristicas de valor, como agentes
protectores del estrés oxidativo con caracteristicas de calidad diferencial para
los productos transformados colombianos.
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Caracterizacion quimica de los residuos
agroindustriales de la menta para el
desarrollo de ingredientes naturales

Karina Andrea Sierra Henao y Edison Javier Osorio Durango

La agroindustria es una actividad econdmica que combina el proceso produc-
tivo agricola con el proceso de transformacion industrial para la elaboracion
de ingredientes y productos destinados al mercado. Este proceso trae consigo
la formacion de residuos, los cuales se consideran un problema ambiental. A
pesar de existir diferentes estrategias para la generacion de valor agregado de
las materias primas de interés en la industria alimentaria y farmacéutica, son
pocas las alternativas para la transformacion y el aprovechamiento del material
agroindustrial excedente. En este caso, el proceso de exportacion de la menta
debe cumplir ciertos requerimientos de calidad, por lo que es necesario realizar
una seleccion rigurosa de la materia prima, que se traduce en una produccion de
aproximadamente el 40 % de excedentes no comercializables. Esta investigacion
buscd caracterizar en términos quimicos los residuos generados en el proceso
agroindustrial y de exportacion de la menta, a fin de proponer alternativas para
la elaboracion de un ingrediente natural valorizado con amplio interés industrial.
Este desarrollo se realizd por medio de extraccién asistida por ultrasonido de alta
intensidad, en el que se estandarizaron las mejores condiciones para la extraccion
de los compuestos de interés. Se encontrd que, a través de un mismo sistemna
(etanolagua 80:20), se obtienen los compuestos mayoritarios de caréacter fendlico
y terpénico de la menta: 4cido rosmarinico y carvona, los cuales fueron analizados
por HPLC/DAD y GC/MS, respectivamente. Estos compuestos fueron usados
como marcadores para la cuantificacion y eleccion del mejor material vegetal para
el desarrollo de un ingrediente natural. Durante el proceso, se evidencit que las
muestras cultivadas en campo abierto son promisorias, toda vez que presentan
mayor cantidad de compuestos de interés y no presentan diferencias significativas
entre las muestras destinadas a su exportacion y sus residuos. Por tal motivo, los
residuos de empresas comercializadoras son elegidos para el desarrollo de un
ingrediente natural. Asi, se procedié a la elaboracién de extractos y su evaluacion
quimica cuantitativa y organoléptica cualitativa, a través de procesos sostenibles
que buscan disminuir tiempos de procesamiento y usando solventes ecoldgicos
que presentaran un alto rendimiento en la extraccion de los compuestos objetivos.
Los resultados permitieron conocer las mejores condiciones de extraccion vy
evaluacion de la especie M. spicata y proponer el residuo de comercializadora
como el mejor material para el desarrollo de un ingrediente natural con aplicacion
a la industria alimentaria.
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Elinterés principal de esta investigacion es el aprovechamiento de os residuos
generados en la cadena de comercializacion de la menta en el Oriente antioque-
fio, de tal forma que se favorezca el desarrollo de productos innovadores que
puedan incursionar en mercados nacionales e internacionales. En este sentido,
se quiso desarrollar ingredientes naturales, como extractos hidroalcohdlicos,
tisanas o sélidos microencapsulados, enfocados en la industria alimentaria, en
procura de contribuir a la disminucion de la pérdida de material, con la gene-
racion de valor agregado de un material que es destinado a descarte dentro
del proceso de produccién, con la promocién de alternativas de ingresos para
los productores y el establecimiento de una vision mas amplia, requerida en
el desarrollo de productos de exportacion.

Para establecer la calidad de los residuos de menta con respecto al material
de exportacion, se realizd la caracterizacion quimica en términos del perfil de
compuestos terpénicos y fendlicos, ademés de la determinacion del contenido de
polifenoles totales (CPT). El estudio de los metabolitos de caracteristicas terpénicas
(monoterpenos v sesquiterpenos) fue realizado utilizando cromatografia gaseosa
acoplada a un detector de masas (GC/MS). Los compuestos fenolicos fueron
analizados a través de cromatografia liquida acoplada a un detector de arreglo
de diodos (HPLC/DAD), con base en los compuestos reportados previamente
para la especie. Los compuestos que no se identificaron a través de esta técnica
se analizaron por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Los
resultados obtenidos mediante la caracterizacion quimica permitieron discriminar
las muestras por fincas, determinar la calidad de los residuos con respecto al
material vegetal de exportacion v seleccionar los nichos productivos de residuos
quimicamente relevantes. De esta forma, los residuos con mayor cantidad de
compuestos de interés fueron elegidos para el desarrollo de un ingrediente natural:
un extracto hidroalcohdlico con fines en la industria alimentaria.

Evaluacion cualitativa y cuantitativa de los
subproductos de menta

La menta es una de las principales plantas medicinales y aromaéticas cultivadas
y comercializadas en la region del Oriente antioquefo, que cuenta con los pisos
térmicos requeridos para la produccion de la especie y cumple con otros paré-
metros éptimos para los cultivos, como altitudes inferiores alos 2500 m's.n.m,
alta luminosidad, clima termplado y suelos ligeros, areno-arcillosos, fértiles, profun-
dos y himedos (Bonilla & Guerrero, 2010). En zonas frias se puede observar
también el cultivo bajo cubiertas plésticas. Lastimosamente, la agroindustria de
la menta presenta una alta generacion de residuos en sus fases de produccion
y comercializacion, los cuales constituyen el material objetivo de la presente
investigacion. La seleccion de los productores de esta planta aromética se
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baso en la capacidad de produccion, el conocimiento de las caracteristicas de
las semillas vy las condiciones de siembra y suelo en las colectas realizadas.
Los productores asociados al estudio estan ubicados en la vereda Galicia del
municipio de Rionegro, la vereda El Higuerdn del municipio de El Retiro y enel
C I La Selva de acrosavia, en el municipio de Rionegro.

Seleccion del material vegetal

SegUn el listado de plantas medicinales aprobadas con fines terapéuticos en
Colombia (Invima, 2018), las partes aéreas de la menta corresponden a la
parte de la planta que est4 indicada para su uso farmacoldgico. Esto coinci-
de con reportes de la especie donde solo se aprovechan las partes aéreas
(Abootalebian et al, 2016; Zhao et al, 2013). Asi, la evaluacion en este trabajo
se realizd en tres muestras diferentes de menta: 1) hojas, 2) tallos y 3) hojas
més tallos. Las muestras fueron recolectadas en el mismo lugar de cosecha
realizando un proceso de separacion, limpieza y desinfeccion. Las tres muestras
se analizaron y se compararon por su contenido de polifenoles totales (CPT)
y de 4cido rosmarinico (AR); este Ultimo fue determinado por HPLC/DAD. La
comparacion se realizd con el fin de seleccionar el material que serfa utilizado
en los anélisis posteriores. Las hojas presentan un mayor contenido de AR y
de CPT, mientras que se observa un contenido significativamente menor en
los tallos (figuras 31a vy 31b, respectivamente); por tal motivo, se eligen las
hojas como droga vegetal para los anélisis. De esta forma, se evidencia que
los compuestos fendlicos no se distribuyen uniformemente en las diferentes
secciones de la planta, pues como se reporta en algunos estudios (Brown et
al, 2019), los niveles de compuestos fendlicos a menudo se concentran en las
capas externas de las plantas y no en sus partes interiores.
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Figura 3.1. Contenido de AR y CPT en hojas, tallos y hojas mas tallos. a. Acido rosmarinico (AR);
b. Polifenoles totales (CPT). El anélisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni,
p < 0,05). Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Fuente: Elaboracion propia
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Estandarizacion de condiciones previas para los
analisis

Para determinar las mejores condiciones en la extraccion, es de gran importan-
cia definir los factores més influyentes del proceso. En el presente estudio se
determind la influencia del solvente de extraccion y para ello se establecieron
seis mezclas con diferentes proporciones de etanol y agua desde 50:50 hasta
100 % etanol (%v/v). Los seis extractos obtenidos fueron analizados por su
contenido de polifenoles totales (CPT) y &cido rosmarinico (AR), este Ultimo de-
terminado por HPLC/DAD, de acuerdo con la curva de calibracion establecida.
La proporcion P4 etanol/agua 80:20 presentd el mejor resultado de extraccion
en términos de los compuestos de interés (figuras 3.2a y 3.2b, respectivamente).
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Figura 3.2. Seleccién del sistema de extraccién en extractos obtenidos con diferentes
proporciones de solvente. P1: etanol 50 %; P2: etanol 60 %; P3: etanol 70 %; P4: etanol 80 %;
P5: etanol 90 %; P6: etanol 100 %. a. Contenido de &cido rosmarinico (AR); b. Polifenoles
totales (CPT). El analisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni, p < 0,05).
Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Fuente: Elaboracion propia

También se evalud el tiempo de extraccion, y para ello se midieron los tiempos
de 10-20-30-40-50-60-80 minutos en barfio de ultrasonido. Segun los resul-
tados obtenidos en términos de valor de CPT y AR, 30 minutos en bafo de
ultrasonido favorecen la mejor extraccion de los compuestos de interés (figuras
3.3ay 3.3b, respectivamente). La influencia del tiempo en la extraccion de los
compuestos muestra un aumento significativo en los primeros treinta minutos,
después de este tiempo hay una disminucidon que pudo ocurrir como error
experimental. Sin embargo, de acuerdo con el anélisis Anova (valor p > 005), no
es significativo con respecto a los tiempos de 40 a 80 minutos. Por esta razon,
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se selecciona el menor tiempo que favorece la extraccion. Una vez obtenida la
inforrmacion del tiempo de extraccion vy el solvente, se buscod la mejor relacion
solido/solvente, que determinaba la influencia del material vegetal y la capacidad
de la mezcla extractora. Para esto, se planted la evaluacion de las proporciones
2.4,8,12,16'y 20 % (p/p). Nuevamente, el anélisis se basé en la evaluacion en
términos de CPT y de AR (figuras 34c vy 3.4d, respectivamente). Esta es una
variable importante en los procesos de estandarizacion de las extracciones, que
busca obtener la mayor cantidad de compuestos de interés, preservando una
buena fluidizacion de los solidos en el liquido.

Segun los resultados, se evidencia que el 16 % permite la mayor cantidad
de compuestos de interés, manteniendo poca saturacion del sistema y una
correcta homogeneizacion de la mezcla. Mayores proporciones de material vegetal
no permitieron esta evaluacion.
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Figura 3.3. Seleccion del tiempo de extraccién y relacion sélido/solvente en los extractos obtenidos.
a. Tiempo &cido rosmarinico (AR); b. Tiempo polifenoles totales (CPT). Relacion sélido/solvente;
¢. Acido rosmarinico (AR); d. Polifenoles totales (CPT). El anélisis estadistico usa una Anova de una via
(test de Bonferroni, p < 0,05). Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.
Fuente: Elaboracion propia
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Determinacion del contenido de polifenoles totales
de los extractos de menta

Después de la estandarizacion de las condiciones de extraccién con una solucion
de extraccion etanol/agua 80:20 por 30 minutos y una relacion sélido/solvente del
16 % (condiciones usadas en todos los ensayos posteriores), se determiné el valor
CPT para las muestras recolectadas en diferentes fincas. Los resultados estuvieron
en elrango de 1461a 14,392 mg EAG/g de muestra (figura 34a). Para la realizacion
del anélisis en una Mmisma finca, en diferentes épocas, el rango estuvo entre 2304
a 20853 mg EAG/g de muestra (figura 3.4b). Estos valores presentan similitud con
los reportados previamente para la misma especie (Brahmi et al, 2015).

La figura 3.5a muestra la comparacion entre los residuos obtenidos en los proce-
sos de cosecha comparados con los residuos generados en comercializadora y
el material de exportacion. En términos del CPT, se evidencia que el material de
exportacion presenta una mayor dispersion de los datos, y que los residuos no
presentan diferencias significativas. Adicionalmente, se observan diferencias entre
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Figura 3.4. a y b. Contenido de polifenoles totales (CPT) de muestras de M. spicata obtenidas
de diferentes fincas del Oriente antioquefio, en diferentes ambientes de cultivo (campo abierto e
invernadero). Donde ECA: exportacion campo abierto; RCA: residuos campo abierto; EBI: exportacion
bajo invernadero; RBI: residuos bajo invernadero; RC: residuos comercializadora; G: Galicia; A: AGROSAVIA,
y R: El Retiro. 1: primera cosecha en AGrROsAVIA; 2: segunda cosecha en AGROSAVIA, y 3: tercera cosecha
en AGROSAVIA. RC2: segundo residuo comercializadora. El anélisis estadistico usa una Anova de una via
(test de Bonferroni, p < 0,05). Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Fuente: Elaboracion propia
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los origenes de cada muestra (figura 3.5b), es decir, entre las fincas productoras,
especificamente las muestras de la finca 2, que se caracteriza por tener una
expresion mayor de los compuestos polifendlicos con respecto a las otras dos
fincas. Las muestras que presentaron un mayor valor de CPT corresponden
a las cultivadas en campo abierto, presentando diferencias significativas (valor
p < 0,05) en comparacion con las muestras cultivadas bajo invernadero (figura
350). Algunos estudios (Del Valle et al, 2008; Salazar-Garcia et al, 2017) re-
portan que el contenido de compuestos fendlicos es altamente influenciable
por las condiciones ambientales y que es mayor en plantas expuestas a la luz
en comparacion con muestras provenientes de plantas cubiertas con redes.
Ademas, la acumulacion de los compuestos fendlicos en los tejidos vegetales son
caracteristicas distintivas del estrés ambiental, y el aumento de la biosintesis de
compuestos polifendlicos ayuda a hacer frente a las multiples tensiones abidticas
y bidticas como la salinidad, los metales pesados, la sequia, la temperatura, la luz
ultravioleta, la progresion de la enfermedad, etc. (Cheynier et al, 2013; Tuladhar
etal, 2021). En el anélisis realizado en tres cosechas, en una misma finca (figura
3.50d), se evidencia que no hay variaciones con respecto a las épocas en el afio
y la edad de los cultivos; las muestras fueron colectadas en la tercera, sexta y
octava cosecha, es decir, a los 120, 240 y 320 dias, respectivamente.
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Figura 3.5. Comparacién del contenido de polifenoles totales (CPT) utilizando anélisis univariados
por medio de gréaficos de caja y bigotes. a. En muestras de residuo, exportacién y comercializadora.
b. En muestras de diferentes fincas (en donde Finca 1: Galicia; Finca 2: AcrosaviA, y Finca 3: El Retiro);

¢. En muestras de campo abierto e invernadero; d. En muestras de diferentes cosechas.

Fuente: Elaboracion propia
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Analisis de los compuestos fendlicos de menta por
HPLC/DAD

En este estudio se realizd la caracterizacion quimica de los extractos de menta
obtenidos con una mezcla de extraccién etanol/agua 80:20. Segun la literatura,
se selecciond un grupo de compuestos (esténdares) para determinar su pre-
sencia o ausencia en los extractos vegetales (Cirlini et al, 2016; Brahmi et al,
2015). Los compuestos analizados corresponden al &cido clorogénico, 4cido
cafeico, 4cido p-cumérico, rutina hidrato, luteolina 7-O-glucdsido, naringina,
4cido rosmarinico, apigenina /-O-glucdsido, luteolina, apigenina y kaempferol.

Las muestras fueron evaluadas bajo las mismas condiciones cromatograficas,
optimizadas mediante un proceso simultaneo a partir de los estéandares de refe-
rencia y las muestras de menta. Con este método se determiné la presencia
de &cido rosmarinico (8) como compuesto mayoritario, usando DAD a 390 nm
(Aigura 3.6). Este compuesto esta presente en todas las muestras evaluadas
y ha sido considerado uno de los principales marcadores fendlicos en menta
(Narasimhamoorthy et al, 2015). Finalmente, segln el tiempo de retencion, los
compuestos &cido cafeico, acido clorogénico, luteolina 7-O-glicésido y kaempfe-
rol fueron identificados tentativamente en los cromatogramas de las muestras.
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Figura 3.6. Cromatograma representativo de la muestra de analisis M1 por HPLC/DAD: M. spicata, exportacion
a campo abierto vereda Galicia, y cromatograma representativo del mix de estandares utilizados a 50 ppm:
4cido clorogénico (1); acido cafeico (2); acido p-cumarico (3); rutina-hidrato (4); luteolina 7-O glucésido (5);
naringina (6); apigenina 7-O glicésido (7); 4cido rosmarinico (8); luteolina (9); apigenina (10); kampferol (11).
Fuente: Elaboracion propia
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Con el objetivo de obtener un resultado més representativo, las muestras
fueron cuantificadas en términos de mg de acido rosmarinico por gramo
de muestra, y con ello poder hacer comparaciones cuantitativas entre las
diferentes muestras colectadas.

Como se observa en la figura 3.7, se presenta un aumento del compuesto de
interés en las muestras cultivadas a campo abierto, a diferencia de las muestras
cultivadas bajo invernadero. El rango de respuesta se evidencia entre 0,082 y
9112 mg AR/g muestra.
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Figura 3.7. Contenido de &cido rosmarinico de muestras de M. spicata obtenidas en diferentes fincas
del Oriente antioquefio, con diferentes ambientes de cultivo (campo abierto e invernadero). Donde
ECA: exportacién campo abierto; RCA: residuos campo abierto; EBI: exportacién bajo invernadero;
RBI: residuo bajo invernadero; RC: residuos comercializadora; G: Galicia; A:acRosAviA, y R: El Retiro. 1:

primera cosecha en AGROSAVIA; 2: segunda cosecha en AGROSAVIA, y 3: tercera cosecha en AGROSAVIA.
RC2: segundo residuo comercializadora. El anélisis estadistico usa una Anova de una via (test de
Bonferroni, p < 0,05). Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Fuente: Elaboracion propia

En este trabajo se determind el &cido rosmarinico como el marcador principal
de los compuestos fendlicos presentes en esta especie. Por tal motivo, se
realizaron las diferentes comparaciones en términos de este. Se observa que
los residuos de comercializadora presentan un contenido de acido rosmarinico
comparable con aquel presente en el material de exportacion (figura 3.8a); en
ese sentido, este material se presenta como candidato para el desarrollo de
un ingrediente alimentario. Al igual que los datos obtenidos en CPT, cuando
se realiza la comparacion entre los origenes de las muestras, se encuentra
que en la finca 2 hay una mayor expresion del metabolito de interés, y en la
finca 3 las muestras analizadas no presentan &cido rosmarinico (figura 3.8b).
Las muestras obtenidas de cultivos en campo abierto presentaron mayor
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cantidad de compuestos fendlicos y acido rosmarinico que las obtenidas de
cultivos bajo invernadero (figura 3.8c). Finalmente, en el anélisis realizado en
tres cosechas en una misma finca (figura 3.8d), se evidencian las variaciones
con respecto a las épocas en el afio vy la edad de los cultivos. Las muestras
de la segunda cosecha realizadas en febrero tienen gran cantidad de &cido
rosmarinico.

Analisis por HPLC-DAD-ESI/MSn

En procura de obtener més informacion sobre los compuestos fendlicos pre-
sentes en las muestras, se decidi¢ realizar una identificacion mediante anélisis
por HPLC-DAD-ESI/MS". El perfil cromatografico obtenido para el extracto
de M. spicata se muestra en la figura 39 v en la tabla 35, en las que se
identifican los 27 compuestos hallados tentativamente, los cuales fueron iden-
tificados segin el tiempo de retencién, los espectros de masas v los patrones
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Figura 3.8. Comparacién del contenido de 4cido rosmarinico a partir de andlisis univariados por
medio de graficos de caja y bigotes. a. En muestras de residuo, exportacion y comercializadora.
b. En muestras de diferentes fincas (donde Finca 1: Galicia; Finca 2: AcrosaviA, y Finca 3: El Retiro);

¢. En muestras de campo abierto e invernadero; d. En muestras de diferentes cosechas.

Fuente: Elaboracion propia
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de fragmentacion encontrados en bases de datos. Los 27 compuestos fueron
tentativamente identificados con base en el anélisis de su espectro de masas
caracterfstico (MS? y MS®) y su comparacion con la informacion reportada en
la literatura. Todos los compuestos presentes en la muestra fueron informados
previamente para la especie (Brown et al, 2019; Cirlini et al, 2016; Ozer, 2018).
Ademaés, se comprueba que el compuesto mayoritario es el &cido rosmarinico
(m/z 359 MS" 359, 223197, 161), y que es posible detectar diferentes derivados
de este. Otros productos polares incluidos en la menta corresponden a los 4cidos
hidroxicinamicos, como el &cido cafeico, el 4cido caftérico y el &cido cumérico
(Cirlini et al, 2016). El perfil de compuestos fendlicos muestra también la
presencia de compuestos derivados del acido cafeolquinico, tales como él &cido
neo y criptoclorogénico, y el acido feruloilquinico (Cirlini et al, 2016). Finalmente,
algunas flavonas (luteolina y apigenina), flavonoles (kaempferol) y flavanonas
(naringenina) también fueron identificadas en la muestra.
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Figura 3.9. Cromatografico representativo de M. spicata obtenido por HPLC-DAD-ESI/MS™.

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.5. Compuestos identificados tentativamente por HPLC-DAD-ESI/MS®

85
90
95
10,0
123
12,8
13,7
147
150
152
189
20,0
214
218
233
243
24,7
257
270
205
290
309
3.7
32,2
334
34

AN
337
325
353
179
593
337
377
377
367
595
593
447
461
579
577
rar
609
445
359
461
537
533
563
493
493

Ms" (Ms2, Ms3)
experimental

191,179, 135
179,149
163, 119
163, 119
179,173
159,153

473,383,503, 353, 29/

173,137,111

359, 265
359,197,135
191,173

287,151

285, 241,175,151
285
285,243,175

271

269 225

519 475, 365, 321
301, 286, 227
269,225,175
359 223,197,161
315, 285, 241

493, 359, 295
387 369, 207,163
387 370/369, 207
359 223,179, 161

359, 223,197,179, 161

Acido neoclorogénico

Acido caftarico

Acido 3- p-cumariolquinico
Hexosa p-cumariol

Acido criptoclorogénico
Acido cafeico

Vicenin 2

Hexosa 4- p-cumariol
Derivado &cido rosmarinico
Derivado acido rosmarinico
Acido -4-feruloilquinico
Eritrocina
Luteolina-7-O-rutindsido
Luteolina-7-O-glucosido
Luteolina-7-O-glucorénido
Narinrutina
Apigenina-/-O-rutinosido
Acido salvianélico
Hesperidina

Apigenina-7-O- glucorénido
Acido rosmarinico
Kaempferol-7- O- glucorénido
Acido litospérmico
Medioresionol- O-ramndsido
Medioresionol- O-glucorénido
Derivado &cido rosmarinico

Derivado acido rosmarinico

Fuente: Elaboracion propia

Analisis de compuestos terpénicos en M. spicata por
GC/MS

Con base en la informacién reportada para M. spicata, el aceite esencial, los ex-
tractos apolares y aquel obtenido con etanol al 80 % fueron sometidos a andlisis
por GC/MS sin realizar ningUn proceso de derivatizacion (Narasimhamoorthy
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et al, 2015). Se determiné la composicion del aceite esencial en seis de las
muestras colectadas, con el propdsito de conocer su quimiotipo. Estas muestras
fueron las cultivadas a campo abierto en las tres fincas productoras: ECAR,
ECAG, ECAA, ademés de las cultivadas bajo invernadero en AGROsAVIA, tanto de
residuos como exportacion RCAA, EBIA'y RBIA. La seleccién de estas muestras
se basé en la gran disponibilidad de material vegetal. De acuerdo con el anélisis
de los patrones de fragmentacion y los pesos moleculares de los compuestos,
se obtiene la informacién para cada muestra, ademés de la comparacion entre
el indice de Kovats (experimental) y el reportado en la literatura (tedrico). Este
indice describe el comportamiento de retenciéon de un compuesto de interés
con respecto al de una muestra de alcanos (tabla 36) (Chrysargyris et al,
2017 Kedia et al, 2014). Un total de 23 compuestos (alrededor del 80 % del
aceite esencial) fueron identificados a través de la base de datos NIST 2017 El
principal constituyente identificado correspondio a la carvona (30-49 %), se-
guido de trans-carveol (10-17 %), B-cariofileno (4-8 %) y germacreno-D (2-4 %).
Diferentes estudios reportan la composicién del aceite esencial de menta y se
establece la presencia de diferentes quimiotipos, a saber: quimiotipo T carvona
e dihidrocarvona; quimiotipo 2: linalool; quimiotipo 3: mentona e isomentona, y
quiomitipo 4: piperitonn éxido vy pulegona. Por lo tanto, independientemente de
las fincas o de los ambientes de las muestras recolectadas, estas se pueden
considerar pertenecientes al quimiotipo de carvona, aunque con variaciones
Cuantitativas en sus porcentajes. Los resultados concuerdan con los de otros
autores que reportan perfiles cromatogréficos relacionados con el quimiotipo
de carvona obtenido a partir de M. spicata (Edris et al, 2003; Snoussi et al,
2015; Zheljazkov et al, 2010).

La comparacion de los aceites esenciales provenientes de las muestras de
fincas cultivadas a campo abierto identifican que ECAA (5852 %) presenta
el mayor contenido de carvona con respecto a ECAR y ECAG (2977 % v
48,01 %, respectivamente). Si bien todas las muestras son cultivadas a campo
abierto, se presenta una diferencia significativa entre la cantidad de carvona
presente en ellas. Finalmente, el andlisis del material proveniente de residuos
y tipo exportacion de menta, tanto en campo abierto como en invernadero
(ECAA 5852 %, RCAA 4001 %, EBIA 4922 %, RBIA 4715 %), no muestra
diferencias significativas en la cantidad de carvona para los residuos y el material
de exportacion en el material cultivado bajo invernadero. Por el contrario, el
material obtenido a campo abierto presenta diferencias significativas segin
el anélisis Anova (test Bonferroni p > 0,05). El rendimiento de la extraccion
del aceite esencial estuvo entre 0198 % vy 0,297 %, valores similares a los
obtenidos por otros autores que informan rendimientos relativamente bajos
para la especie (Orellana Salazar, 2017) (tabla 3.6).
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Como el objetivo de esta investigacion se relaciona con la posibilidad de apro-
vechar los compuestos terpénicos presentes en los residuos de menta, fue
fundamental el andlisis de la composicion quimica del aceite esencial y el grado
de extraccion de los compuestos volatiles, que se puede alcanzar a través del
uso de solventes con diferentes polaridades. Asf, la quimica del aceite esencial fue
comparada con la quimica de los extractos obtenidos con solventes organicos
como hexano, diclorometano, acetato de etilo v las proporciones hexano/acetato
de etilo 5050 vy 75:25. Estos solventes se han usado durante muchos afios

Tabla 3.6. Composicién quimica del aceite esencial de M. spicata

indice de Kovats Aceite esencial % relativo

Teorico Experimental | ECAR | ECAG | ECAA | RCAA | EBIA | RBIA
Furan, 2 5-dietiltetrahidro 1028 a 9,01 0,59
D-Limonene 1198 a 1027 0,66 184 428 043 119 052
Neodihydrocarveol 1219 a 1194 3,24 123 061 222 095 2719
trans-carveol 1244 a 1218 1712 1,07 40 14,2 1012 1355
Carvona 1324 b 1,246 2977 4801 5852 4001 4922 4715
Dihydrocarvyl acetate 1,323 0,36
trans-Carveyl acetate 1,331 095 0,38 041
y-Elemene 1386 a 1,335 067 041
B-bourbenene 1393 a 1386 438 323 359 4,35 329 283
B-Elemene 1425 a 1,392 109 1M 175 139 123 105
B-Caryophyllene 1424 842 538 455 492 637 538
B-Copaen-4a-ol 1430 184 146 117 156 1,77 155
g-Muurolene 1445 0,86
(-)-Isogermacrene D 1446 116 102 0,84 107 0,87
(E)-B-Famesene 1,466 ¢ 1450 1,61 1,21 093 138 147 124
cis-Muurola-4(15),5-diene 1481¢ 1,465 129 19 107 172 18 155
Germacrene D 1483 452 362 255 276 409 351
y-cadinene 1534 a 1497 072 044 037
trans-Calamenene 1578¢c 1533 08 131 069 127 134 125
(9)-Spathulenol 1657 a 1581 2.74 075 077 094 091
a-Cadinol 1656 09 104 132 112 142
(1R,7S,E)-7-Isopropyl-4,10- 1688 046 046
dimethylenecyclodec-5-enol 2102 074 044
Monoterpenos 52,33 6253 6741 5763 6148 6341
Sesquiterpenos 30,6 2203 1714 23,71 2466 2237
Total 82,93 8456 8455 8134 8655 8578
% Rendimiento 0,199 0198 0198 0,297 0,199 0,199

Fuente: Elaboracion propia
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para la extraccién de compuestos apolares, gracias a su facilidad de disolver
sustancias no hidrosolubles (Li et al, 2016). Sin embargo, se decidio utilizar
también el sistema etanol/agua 80:20, el cual se estandarizd en trabajos previos
en el laboratorio. Este sistema, que presentd el mayor porcentaje de extraccion
de compuestos fendlicos, es aprobado también para su uso en alimentos, asf
como en la elaboracion de ingredientes naturales con fines alimentarios. Los
resultados muestran que la mayor cantidad de compuestos terpénicos tam-
bién es obtenida con etanol al 80 % (tabla 3.7). Asi, se evidencia que el etanol
permite la extraccién de compuestos polares y no polares, tal como se reportd
previamente (Sumarni et al, 2020). Esta informacién es de gran relevancia,
pues con el mismo modelo de extraccion se pueden obtener los compuestos
fenolicos y terpénicos, sin la necesidad de pasos secuenciales de extraccion.

Tabla 3.7. Composicién quimica de los diferentes sistemas de extraccion de muestras de M spicata

Solventes de extraccién % relativo

Acetato de Diclorometano

etilo 100% 100%
D-Limonene 428 023
Neodihydrocarveol 061
Trans-Carveol 40 372 2,82 on 6,09
Carvona 5852 1789 12,64 3942 26,36 25,85 30,51
Dihydrocarvylacetate 057
Trans-Carveylacetate 075
y-Elemene 067
B-bourbenene 359 079 31
B-Elemene 175 047
B-Caryophyllene 455 896
B-Copaen-4a-ol 117 3,06
&-Muurolene 254
()-IsogermacreneD 084 410 2,39
(E)-B-Famesene 093 15
cis-Muurola- 4(15),5-diene 107 1,60 080 572
Germacrene D 255 2,24 0/8 299 166 6,23 6,26
y-cadinene
trans-Calamenene 069 324
Monoterpenos 674 2161 1546 4985 3245 25,85 30,74
Sesquiterpenos 1714 2,24 078 1015 552 6,23 3419
TOTAL 8455 2385 16,24 60,00 3797 32,08 6493

H:A = hexanos/acetato de etilo
Fuente: Elaboracion propia
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Posteriormente, se procedié a cuantificar la carvona mediante una curva de
calibracién, y con base en la informacion obtenida se analizaron las variaciones
en cada muestra. El contenido de carvona estuvo en el rango de 0,203 a 0,756,
y de 0122 a 0,756 mg carvona/g para las muestras cultivadas en diferentes
fincas y diferentes épocas, respectivamente (figura 310ay 310b). Las muestras
que presentaron mayor cantidad de carvona corresponden a las cultivadas en
la primera cosecha en acrosavia, ECCA-1, RCAA-T EBIA-TyY RBIA-T
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Figura 3.10. a y b. Contenidos de carvona en muestras de diferentes fincas del Oriente antioquefo
con diferentes ambientes de cultivo (campo abierto e invernadero). Donde ECA: exportacion
campo abierto; RCA: residuos campo abierto; EBI: exportacién bajo invernadero; RBI: residuos bajo
invernadero; RC: residuos comercializadora; G: Galicia; A: AGRosAvIA, y R: El Retiro. 1: primera cosecha
€N AGROSAVIA; 2: segunda cosecha en AGROSAVIA, y 3: tercera cosecha en AGrosaviA. RC2: segundo
residuo comercializadora. El anélisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni,

p < 005). Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Fuente: Elaboracion propia
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En la comparacion realizada entre los residuos obtenidos en os procesos de
cosecha comparados con los residuos generados en comercializadora v el
material de exportacion, se encuentra que los valores del material de residuo
no presentan diferencias significativas con respecto al material de exportacion
(hgura 311a). Cuando se realiza el anélisis de los origenes de cada muestra, es
decir, entre las fincas productoras (figura 3.110), se encuentra que la finca 2 se
caracteriza por tener una expresion mayor de carvona en comparacion con las
otras dos fincas. Esta informacion es similar a la obtenida en ARy CPT En el
caso de la comparacion de los ambientes de cultivo en campo abierto vy bajo
invernadero (figura 311c), se evidencia poca diferencia en los dos ambientes de
cultivo en términos de carvona. No obstante, en los cultivos de invernadero hay
una mayor variabilidad de los datos. En el andlisis realizado en tres cosechas
en una misma finca (figura 3.11d), se evidencia la mayor cantidad de carvona
en la primera cosecha. Sin embargo, no se presenta informacion relacionada
con esta especie nilos cambios en los cultivos a través del tiempo.
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Figura 3.11. Comparacién del contenido de carvona utilizando analisis univariados por medio
de gréficos de caja y bigotes. a. En muestras de residuo, exportacion y comercializadora,
b. En muestras de diferentes fincas (donde finca 1: Galicia; finca 2: AcrRosAviA, y finca 3: El Retiro);
¢. En muestras de campo abierto e invernadero; d. En muestras de diferentes cosechas.
Fuente: Elaboracion propia
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Con la informacién obtenida en los diferentes anélisis a través del capitulo, se
encuentra que los residuos tanto de comercializadora como el generado en
las fincas podrian ser utilizados de igual forma que el material de exportacion
para el desarrollo de los ingredientes naturales. En este punto es importarte
aclarar que el material de residuos en campo requiere un proceso adicional
de separacion de los tallos y las hojas. Si bien la quimica no presenta cambios
a la hora de realizar los escalados, se deben evaluar los factores de tiempo y
proceso. En el caso especifico de los residuos de comercializadora, los valores
no presentan distribucion debido a la poca cantidad de muestra. Sin embargo,
se encuentra que este material tiene igual calidad quimicay su procesamiento no
requierede tanta inversion de tiempo. Por este motivo, se proponen los residuos
de comercializadora para el desarrollo del bioingrediente.

Optimizacion del proceso de extraccion asistida por
ultrasonido y desarrollo de un ingrediente natural

Para la optimizacion de la relacion solido/solvente en la extraccion asistida por
ultrasonido, se determin¢ la influencia del material vegetal v la capacidad de
la solucion. En las figuras 312a, 312b v 312¢, se observa un incremento de los
compuestos de interés en forma proporcional al porcentaje de material vegetal
en 4y 7 % de sélidos. Basados en resultados visuales, la carga a 10 % no fue
evaluada por la saturacion del flujo v, por ende, una deficiente hormogeneizacion de
la mezcla. Teniendo presente los resultados, se determina una diferencia significativa
entre los porcentajes de material vegetal de acuerdo con un andlisis de varianza
(Anova). Se establece que, en términos de los compuestos analizados (CPT, AR
y carvona), la relacion 7 % de material vegetal presenta buena fluidizacion del
sistema y la mayor cantidad de compuestos de interés en el proceso extractivo a
flujo constante vy asistido por ultrasonido de alta itesiad(U)),
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Figura 3.12. Relacion sélido/solvente de extraccién en extractos obtenidos con diferentes
proporciones de material vegetal. a. Contenido de polifenoles totales (CPT). b. Acido rosmarinico;
c. Carvona. El anlisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni, p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia
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Anteriormente, se determind un porcentaje de material vegetal del 7 % como
primera condicion optimizada. No obstante, existen otros factores que requieren
ser optimizados, tales como el tiempo de extraccion y la amplitud ultrasonica.
Los datos recogidos experimentalmente y el modelado de la cinética de extrac-
cion de Peleg en la obtencion de los compuestos marcadores de M. spicata
se presentan en la figura 313a, que muestra diferentes amplitudes y tiempos
de extraccién, y en la figura 313b, que indica diferentes termperaturas y tiempo.
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Figura 3.13. Modelado de cinética de extraccion. a. Cinética de extraccion de acido rosmarinico en

M. spicata con diferentes amplitudes y tiempos; b. Cambios de la temperatura a diferentes amplitudes.

Fuente: Elaboracion propia

El anélisis de los resultados determina que el factor con mayor impacto en la
extraccion de los compuestos de interés corresponde en mayor medida a la
amplitud ultrasénica; sin embargo, el tiempo también es un factor influyente.
En el caso de la cinética de &cido rosmarinico, se obtuvo un buen ajuste de
los datos experimentales con el modelo aplicado con un r? de 0.99. Segin la
cinética de extraccion, se encuentran diferencias en las amplitudes evaluadas,
aunque las curvas de extraccién obtenidas mostraron un comportamiento
similar. La cantidad de &cido rosmarinico aumento répidamente en los primeros
cinco minutos, con una rampa de crecimiento hasta el minuto 10. Después de
este tiempo, la concentracion crecié ligeramente hasta llegar al equilibrio (figura
313a). Estos valores aumentaron directamente con el tiempo vy la amplitud
utilizada, los cuales acrecentaron la temperatura en el sistema. Un aumento
en la temperatura se relaciona con el aumento de la solubilidad por saturacion
del disolvente (Sandilya & Kannan, 2010).
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En el proceso de extraccion del acido rosmarinico fue indispensable la estan-
darizacion de la amplitud y el tiempo de extraccion. Segin los resultados, se
elige la amplitud de 90 % vy un tiempo de 5 minutos. Un andlisis similar se
realizd para el compuesto mayoritario terpénico, la carvona (figura 314a) v el
contenido de polifencles totales (figura 314b). En un estudio similar, los autores
indicaron que la obtencion de carvona presentd mayor rendimiento a través de
la técnica de extraccion asistida por ultrasonido. Se encontrd que las variables de
amplitud ultrasénica y tiempo de extraccion fueron efectivas en el rendimiento
de las extracciones con ultrasonido (Mansoori et al, 2020). Estos compuestos
tienen un comportamiento similar al obtenido con el 4cido rosmarinico, en
el que se observa la influencia de la amplitud y el tiempo para favorecer su
extraccion. Asf, con los resultados de optimizacion de la extraccion por UAI,
se presenta la opcion integrada para la obtencion simulténea de compuestos
fendlicos y terpénicos a partir de plantas de ment,
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Figura 3.14. Modelado de cinética de extraccién. a. Cinética de extraccion de carvona en
100 M. spicata con diferentes amplitudes y tiempos; b. Cinética de extraccion de polifenoles totales.
Fuente: Elaboracion propia

Una vez optimizados los parametros de relacion sélido/solvente, amplitud y
temperatura, se procedié a evaluar la capacidad de saturacion del solvente de
extraccion. Para este anélisis se partid de un lote de 700 mL de solvente de
extraccion etanol/agua 80:20, con una carga inicial de 7 % de material solido
seco y molido con las condiciones establecidas en el equipo ultrasénico. Una
vez terminado el proceso de extraccion, el liquido obtenido después de la primera
extraccion fue filtrado vy se utilizd6 como solvente de la segunda extraccién.
Con este nuevo volumen, se recalculd la cantidad de material vegetal nuevo a
adicionar y se repitié una vez mas el proceso de extraccion. El experimento se
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realizd sucesivamente seis veces y se evalud la cantidad de polifenoles totales
(hgura 315a), acido rosmarinico (figura 315b) vy carvona (figura 3.15¢).
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Figura 3.15. Extracciones sucesivas de extractos obtenidos después de realizar nuevas cargas de material

vegetal en cada extraccién, manteniendo el mismo solvente. a. Contenido de polifenoles totales (CPT);

b. Acido rosmarinico; €. Carvona. El analisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni, p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia

Al comparar los valores obtenidos de CPT, acido rosmarinico y carvona, se
determind una diferencia medianamente significativa entre las extracciones
sucesivas a partir de £ES4, de acuerdo con un anélisis de varianza (Anova) con
la prueba de Bonferroni. Esta evaluacion permite entender que el solvente de
extraccion puede ser cargado varias veces con material vegetal sin llegar a un
punto de saturacion. No obstante, al analizar en términos de practicidad, se
debe considerar el gasto de material vegetal, el gasto energético en los pasos
de filtracion vy las pérdidasde solvente, lo cual podria hacer més costoso el
proceso productivo. Teniendo en cuenta estos datos, se consideran viables los
desarrollos que impliquen reduccion de variables y pasos en la realizacion. Se
establece, entonces, que la extraccion sucesiva ES4 es la mejor extraccion para
ser utilizada en los procesos extractivos asistidos por UAI

Desarrollo de ingrediente natural con aplicacion
alimentaria. Obtencion de los extractos

El primer paso para la obtencion de los ingredientes liquidos hidroalcohdlicos
fue realizar los extractos liquidos con las condiciones previamente establecidas.
Sin embargo, en este punto se buscd determinar diferentes porcentajes de
material vegetal seco y fresco; este Ultimo se obtuvo en forma de pasta, tras un
proceso de licuado de las hojas. Estas proporciones en las mezclas no deben
superar el 7 % de relacion solido/solvente. Asi, se realizaron cuatro tratamientos
con el mismo solvente de extraccion, pero con diferentes mezclas de material
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seco y material fresco de menta. El primer ingrediente, E1, contenia un 100 %
de material seco; el segundo ingrediente, E2, 20 % de pasta y 80 % de material
seco; el tercer ingrediente, £E3, 35 % de pasta y 65 % de material seco, vy el
ultimo ingrediente, E4, 50 % de pasta y 50 % de material seco. El propdsito de
las diferentes mezclas entre las formas del material vegetal consistid en obtener
la mayor cantidad de compuestos presentes en el material seco y conservar
las caracteristicas organolépticas en el material fresco. Una vez obtenidos, se
procedié a evaluar las propiedades quimicas y organolépticas.

Pruebas organolépticas: analisis descriptivo y
discriminativo de los extractos desarrollados

En el anélisis de los ingredientes desarrollados se realizé el anélisis descriptivo
y discriminativo. Para esto se inicié con la cuantificacion de los compuestos de
interés previamente estudiados, 4cido rosmarinico, carvona y contenido de
polifenoles totales. De acuerdo con los resultados, el extracto E1 presentd la
mayor cantidad de polifenoles totales (figura 316a), seguido de E2, E3 y E4.
En general, se observan diferencias significativas entre ellos (p < 0,05), excepto
entre los extractos E3 y E4. Un comportamiento similar se observa en el anélisis
de &cido rosmarinico (figura 316b), donde E1 tiene mas AR, y por Ultimo en el
anélisis de carvona (figura 3.16¢); se evidencia significativamente la cantidad
de este compuesto en ET con respecto a los demés extractos. Se concluye
que, cuando hay mayor presencia de material seco, se incrementa la cantidad
de compuestos de interés.
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Figura 3.16. Proporcion de material vegetal seco y pasta en extractos obtenidos con diferentes

proporciones de material vegetal. a. Contenido de polifenoles totales (CPT); b. Acido rosmarinico;
c. Carvona. El andlisis estadistico usa una Anova de una via (test de Bonferroni, p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia



Capitulo lll. Poscosecha y agroindustria

Para el anélisis sensorial de los ingredientes de menta, se tomaron las muestras
realizadas anteriormente y se prepararon al 1 % en agua. Ademés, se com-
pard con respecto a un té comercial de menta y un macerado de hojas para
confrontar el sabor. Se realizd el proceso correspondiente para poder obtener
cada muestra de comparacion y realizar la catacion. Cada muestra conservo un
respectivo codigo para su identificacion. En el anélisis sensorial de los extractos,
siguiendo la metodologfa propuesta, se pretendié determinar cuél de los extrac-
tos presentaba mejor color, olor y sabor, v si alguno de estos mostraba similitud
con el té comercial o con las hojas maceradas de menta. De acuerdo con los
resultados sobre la aceptabilidad sensorial, se encuentra que el 84,6 % de los
encuestados prefirieron el ETen cuanto a olor, el 50,0 % en cuanto a color y el
654 % en cuanto a sabor (figura 317 v tabla 3.8). En cuanto a la comparacion
heddnica de similitud, los panelistas concluyeron que, si bien el extracto tiene
las caracteristicas organolépticas de la menta, no se presenta similitud con el
té comercial o el macerado de hojas frescas. Esto podria explicarse por varias
razones, entre ellas el lugar vy el tipo de material recolectado, la forma de secado
en marquesina y también el método de obtencion del extracto.

Extracto 1 (E1)

25

20
is
10
Extracto 4 (E4) Extracto 2 (E2)
Extracto 3 (E3)
~——Qlor =——Color =——Sabor

Figura 3.17. Perfil sensorial de las caracteristicas
evaluadas de los ingredientes de hierbabuena.
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.8. Porcentajes de aceptacién de cada extracto evaluado

Olor Color Sabor
% preferencia % preferencia % preferencia
Extracto 84,6 50,0 654
Extracto 2 38 23] 38
Extracto 3 15 154 154
Extracto 4 00 15 154

Fuente: Elaboracion propia

El primer paso para la obtencion del ingrediente hidroalcohdlico con fin ali-
mentario fue la caracterizacion y definicion de los extractos liquidos. Cuatro
extractos fueron propuestos v realizados con el mismo solvente de extraccion,
pero con diferentes cantidades de material vegetal y pasta. SegUn las pruebas
descriptivas cualitativas y cuantitativas, el extracto que presentd mayor conteni-
do de 4cido rosmarinico, CPT y carvona fue E1. Los resultados muestran que,
cuando se usa material completamente seco, hay mayor concentracion de
los compuestos, los cuales son los responsables del olor vy el sabor, lo que se
evidencia en las pruebas organolépticas. Es probable que este comportamiento
se dé al secarse el material vegetal y concentrar los compuestos, toda vez
que, cuando se usa material fresco, se incrementa el contenido de agua. La
menta presenta alrededor de un 80 % de humedad y ello permite la dilucion
de los compuestos.

Combinando toda la informacion obtenida, se postula el extracto 1 (E1) como
ingrediente natural proveniente de los residuos de comercializadora de menta,
con su potencial uso en las industrias de bebidas alimentarias.

Conclusiones

La caracterizacion quimica de muestras de menta (residuos y material de ex-
portacion) permite determinar el potencial de la especie para el desarrollo de un
ingrediente natural de interés en la industria alimentaria, especificamente para la
elaboracion de bebidas. De esta forma, se pueden aprovechar conjuntamente
las propiedades funcionales vy las caracteristicas organolépticas de la planta.
Con el anélisis quimico se determinaron los compuestos tipo acidos fendlicos,
flavonoides y compuestos terpénicos en muestras de menta cultivadas en el
Oriente antioquefio.
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El estudio quimico por HPLC/DAD demostré que el 4cido rosmarinico es el
mayor constituyente fendlico de la especie M. spicata, lo cual se comprobd con
HPLC/MS. A su vez, se determind que la carvona es el mayor constituyente
terpénico de la especie, analizado por GC/MS.

Se identificé una relevancia significativa en los ambientes de cultivo de menta,
observando una mayor cantidad de metabolitos en las muestras cultivadas en
campo abierto con respecto a aquellas cultivadas bajo invernadero. A su vez, se
encontrd que no habia diferencias significativas entre el material de exportacion
y las muestras de los residuos generados en campo y en las comercializadoras.
Sin embargo, debido a los procesos de separacion adicional que requieren los
residuos de campo, se proponen los residuos de comercializadora como el
material para el desarrollo de ingredientes naturales.

Mediante el planteamiento de disefios de experimentos, se logré estandarizar un
proceso de extraccion a través de un equipo de ultrasonido de alta intensidad,
en procura de maximizar la extraccion de los compuestos de interés presentes
en la menta, minimizando el uso de tecnologias convencionales que generan
grandes gastos energéticos y que son altamente contaminantes. De esta forma,
se establecen las condiciones de amplitud ultrasénica de 90 %, tiempo de
5 minutos vy una carga del 7 % de material vegetal para la extraccion de los
compuestos de interés,

En vista de las potencialidades quimicas y funcionales reportadas previamente
en la menta, se establece el punto de partida para el desarrollo de productos
de valor. Se obtuvo un prototipo de ingrediente natural con aplicacion en la
industria alimentaria que contiene las propiedades benéficas de los compuestos
fendlicos de la especie y conserva las caracteristicas organolépticas por sus
compuestos terpénicos. La investigacion quimica de ingredientes naturales
permite generar un valor agregado en las plantas arométicas y medicinales,
lo cual contribuye al aprovechamiento de la materia prima y, en especial, al
Uso de residuos generados en esta agroindustria, disminuyendo por ende las
fuentes de contarminacion.
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La menta tiene una larga historia de uso medicinal y se utiliza princi-
palmente como especia aromatica en los alimentos, pues sus hojas se
aprecian principalmente por su aroma fresco y mentolado, el cual le
ha hecho atribuible su adopcién por parte de empresas cosméticas y
alimentarias en todo el mundo. Aunque tiene un potencial muy inte-
resante para la dinamizacién de agroindustrias locales, actualmente el
sistema productivo de menta y su cadena de valor se encuentran sin
tecnificacién, lo que se traduce en barreras para el crecimiento de em-
presas alimentarias, farmacéuticas y cosméticas que requieren impor-
tar casi la totalidad de las materias primas utilizadas a partir de esta
planta medicinal. Este libro pone a disposicién de técnicos, produc-
tores y empresarios la sistematizaciéon de adelantos cientificos para
contribuir al cierre de brechas tecnolégicas en la produccién primaria,
aprovechamiento y transformacién del cultivo de la menta adaptado
a las condiciones del territorio antioquefio. Asi, se pretende motivar al
lector a explorar las potencialidades y virtudes del cultivo y la transfor-
macién de Mentha spicata como una oportunidad para la generacion
de riqueza y prosperidad.
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