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Resumen 
La peperina es una especie aromática y medicinal que actualmente se encuentra sobreexplotada en su medio natural. El 
empleo del cultivo in vitro de tejido vegetal es una herramienta utilizada por varias disciplinas y en varias especies. El 
objetivo de este trabajo fué desarrollar un protocolo de multiplicación que sea más económico en tiempos y en costos que 
los reportados hasta la fecha. Los explantos se extrajeron de una planta madre cultivada en invernadero, para evitar el 
efecto de la variabilidad intraespecífica dentro del ensayo. Se evaluaron tres tratamientos para la desinfección y se intro-
dujeron segmentos uninodales en dos concentraciones de medio de cultivo, con el agregado de reguladores de crecimiento. 
Las plántulas se aclimataron sin inconvenientes y no presentaron diferencias morfológicas con respecto a la planta madre. 
Se pudo cerrar un ciclo de regeneración exitosa desde la introducción a la aclimatación en dos meses y medio. Este protocolo 
resulta interesante para abastecer a los programas de conservación y multiplicación. 
 
Palabras clave: micropropagación, segmento uninodal, planta aromática - medicinal. 
 
Abstract 
Peperina is an aromatic and medicinal species that is currently overexploited in its natural environment. The use of in 
vitro culture of plant tissue is a tool used by several disciplines and in several species. The objective of this work was to 
develop a multiplication protocol that is economical in time and costs. The explants were extracted from a mother plant 



INTRODUCCIÓN 
Minthostachys verticillata (Griseb. Epling.) es una especie 
aromática y medicinal comúnmente conocida como "pepe-
rina" y endémica de Argentina (Epling, 1939; Schmidt-Leb-
hum, 2008a.). Crece entre 700 a 2300 msnm, en bosques, 
pastizales y laderas. Crece en áreas con precipitaciones 
entre 600 y 1100 mm aunque se adapta a condiciones de 
sequía (Juliani et al., 2021). Es un subarbusto perenne que 
tiene una altura variable entre 0,30 y 2 metros, que se dis-
tribuye entre el noroeste y la región central de Argentina, en 
las provincias de Catamarca, Jujuy, Salta, Córdoba, San Luis, 
Tucumán y La Rioja (Ojeda et al, 2004; Schmithd Lebhun, 
2008a). Dentro de su amplio rango, las poblaciones de M. 
verticillata tienen variabilidad fitoquímica (Zygadlo et al., 
1996; Ojeda et al., 2001; Elechosa et al., 2007; van Baren 
et al., 2014, Arteaga, et al. 2016) como también, variabilidad 
genética (Bonafede et al., 2014). 
Esta especie es conocida popularmente por su uso en me-
dicina tradicional para aliviar dolores reumáticos, dolores de 
cabeza, palpitaciones, anemias y problemas digestivos, 
(Schmidt-Lebuhn, 2008b, Barboza et al., 2009; van Baren 
et al., 2014), también como un potente antihistamínico (Ca-
riddi et al., 2006). Se utiliza en la elaboración de yerba mate 
compuesta (aromatizada) y en la elaboración de dulces y li-
cores (Bonzani y Ariza Espinar, 1993). 
La sobreexplotación de esta especie, sumada al cambio en 
el uso del suelo, la coloca en una situación de vulnerabilidad 
ecológica (Ojeda et al., 2004; Elechosa et al., 2009; Juliani 
et al., 2021). Por ello es necesario desarrollar estrategias 

que colaboren con su conservación. El uso del cultivo de te-
jidos vegetales como herramienta permite la generación de 
muchos clones, en poco tiempo, en cualquier época del año 
y en espacios reducidos. 
Existen protocolos para la introducción in vitro de “peperina”, 
Chebel et al. (1998) y Bima et al. (2006) evaluaron la can-
tidad de brotes y el porcentaje de enraizamiento utilizando 
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, 
aunque son relativamente costosos en tiempo y dinero. Tam-
bién la regeneración por embriogénesis somática directa a 
partir de hojas fue evaluada por Bertero et al. (2020) utili-
zando otro medio de cultivo y reguladores. 
El objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo eco-
nómico, rápido y eficiente para la multiplicación in vitro de 
M. verticillata y su posterior aclimatación. 
 
Material y Método 
La planta madre utilizada, originaria de la localidad de Padre 
Monti en la provincia de Tucumán (Arteaga et al., 2016), se 
mantuvo en una maceta de plástico de 25 litros, con una 
mezcla de arena, tierra y perlita (1:2:1) (Fig. 1a) en condi-
ciones estándar de invernadero (predio experiemental del 
IRB – INTA Castelar). Se pretrató semanalmente con 0,5 g/l 
de solución antifúngica Carbendazim (Mamboretá®). 
 
Desinfección de los brotes 
Se cortaron quince estacas de aproximadamente 15 cm, se 
quitaron los extremos apicales y se evaluaron tres protocolos 
de desinfección, bajo flujo laminar: 
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grown in the greenhouse to avoid the effect of intraspecific variability. Three treatments for disinfection were evaluated 
and uninodal segments were introduced in two concentrations of culture medium, with the addition of growth regulators. 
The seedlings acclimatized without inconvenience and did not show morphological differences with respect to the mother 
plant. A successful regeneration cycle could be closed since the introduction to acclimatization in two and a half months. 
This protocol is interesting to supply conservation and multiplication programs. 
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A. Se sumergieron las estacas en una solución de etanol 
al 70% v/v durante 20 segundos y se realizaron tres la-
vados finales en agua destilada estéril. 
B. Se sumergieron las estacas en una solución de etanol 
al 70% v/v durante 20 segundos, se lavaron con agua 
destilada estéril y luego se desinfectaron con leve agita-
ción en una solución de hipoclorito de sodio al 1,2% v/v 
durante 10 minutos. Tres lavados finales en agua desti-
lada estéril. 
C. Se sumergieron con leve agitación las estacas en una 
solución de hipoclorito de sodio al 1,2% v/v durante 10 
minutos. Tres lavados finales en agua destilada estéril. 
 

Se sembraron en 10 ml de medio semisólido MS (Murashige 
y Skoog, 1962) en tubos de 2,5 de diámetro y 12 cm de lon-
gitud cerrados con tapones de algodón para favorecer el in-
tercambio gaseoso. El porcentaje de éxito en la desinfección 
se calculó como el número de explantos (segmento uninodal 
proveniente de las estacas) desinfectados que sobrevivieron 
al tratamiento, dividido por el total de explantos. El porcen-
taje de necrosis se definió como el número de explantos de-
sinfectados que murieron sobre el total sembrado por 
tratamiento. El índice de eficiencia del tratamiento se definió 
como el número de explantos que se convierten en brotes 
divididos por el número total de explantos. 
 
Multiplicación 
Para evaluar la mejor concentración de medio de cultivo MS 
se cortaron 20 segmentos uninodales (explantos) provenien-
tes del tratamiento de desinfección que resultó exitoso, se 
extrajeron las partes oxidadas y se sembraron 10 explantos 
en medio semisólido estéril durante 15 días: a) Medio MS 
completo (MS 1X) y b) medio MS con sus macro y micronu-
trientes diluidos a la mitad (MS 0.5X). Se utilizaron los mis-
mos tubos descriptos en la desinfección. Ambos medios 
suplementados con 20 g/l de sacarosa y 7 g/l de agar. El pH 
se ajustó a 5,8 con KOH. Se realizaron dos repeticiones. 
En el tratamiento con mejor respuesta, se añadió 2,2 μM de 
6-bencilaminopurina (BAP). Se introdujeron 20 segmentos 
uninodales en tubos de 12x2,5 cm, que contenían 10 ml de 
medio, cubiertos con un tapón de algodón. Se cultivaron a 
una temperatura de 25± 2°C y un fotoperíodo de 16:8 h, 
durante 15 días, hasta la generación de un callo con múlti-

ples brotes. Se realizaron dos repeticiones para cada trata-
miento. 
Los brotes derivados del callo se sembraron en un medio MS 
suplementado con 2,46 μM de ácido indol butírico (IBA), sin 
BAP, durante 20 días. 
La tasa de multibrotación se definió como el número prome-
dio de brotes por callo obtenido en 15 días. 
El porcentaje de enraizamiento se definió como el número 
de plántulas que desarrollaron raíces por tratamiento. 
 
Aclimatación  
Todas las plántulas enraizadas se retiraron de los tubos y 
sus raíces se lavaron con abundante agua para eliminar los 
restos de agar adherido. A continuación, las plántulas se 
transfirieron a macetas de 0,5 l con una mezcla de sustrato 
comercial de enraizamiento Tabaco de Grow Mix® humede-
cido (humedad 55-65%; pH 5,00–5,70; densidad sustrato 
seco: 130-150 Kg/m3; porosidad Total: 90-95%) y perlita 
(1:1). Las macetas fueron cubiertas con bolsas de nylon 
transparente a modo de cámara húmeda y colocadas en sala 
de cultivo bajo condiciones estándar. 
La tasa de éxito de este procedimiento se definió como el 
número de brotes que dieron lugar a una planta completa 
por explanto, totalmente aclimatada y funcional sobre el nú-
mero total de plantas transplantadas. 
 
Análisis estadístico 
Se realizaron dos réplicas para cada tratamiento en un di-
seño estadístico al azar con un análisis de varianza de una 
vía (ANOVA) y comparación de medias mediante la prueba 
de Tukey al 5% de significancia. Se utilizó el programa In-
foStat (Di Rienzo et al., 2012) para todos los análisis esta-
dísticos.  
 
Resultados 
 
Desinfección de los brotes 
La Tabla I muestra el porcentaje de éxito en la desinfección 
mediante diferentes tratamientos. Se puede observar que el 
único tratamiento eficaz fue el que solo consistió en inmer-
sión en hipoclorito de sodio (1,2 % de Cl- activo), donde los 
explantos solo sufrieron una pequeña decoloración, pero se 
recuperaron a los pocos días (Fig. 1b). 
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Tabla I. Resultado de las desinfecciones obtenidas en los diferentes 
tratamientos aplicados en explantos uninodales. 

 
 
Multiplicación 
En la introducción in vitro, no se observaron diferencias sig-
nificativas en la supervivencia de los brotes entre las con-
centraciones ensayadas (Tabla II). Sin embargo, los brotes 
desarrollados en MS 0.5X mostraron mejor apariencia que 
los cultivados en MS 1X, por lo que se seleccionó el primero 
para continuar con las pruebas, además de ser la opción 
más económica. 
 

Tabla II. Número de brotes / explantos obtenidos en 15 días en las 
diferentes concentraciones de medio MS aplicadas. Letras iguales 
indican que no existen diferencias significativas entre las medias 

(prueba de Tukey, p <0.05). En negrita se destaca el tratamiento se-
leccionado para la multiplicación in vitro. 

 
En la concentración con BAP probada, se observó la forma-
ción de un callo de color verde oscuro con multibrotaciones, 
en un rango entre 8 a 10 brotes / explanto (Fig. 1c a 1e). 
 
Enraizamiento y aclimatación 
Todos los explantos desarrollaron raíces alrededor del deci-
moquinto día, con el agregado de IBA, por lo tanto, el por-
centaje de enraizamiento con MS (0,5 X) fue del 100%. 
Después de 20 días, las plántulas enraizadas se transfirieron 
a pequeños recipientes. La tasa de éxito en la aclimatación 
fue de 98%. Las plantas aclimatadas mostraron un aspecto 

saludable, sin anomalías morfológicas y con un fenotipo si-
milar a la planta madre (Fig. 1f). 
 
Discusión 
La peperina ha sido cultivada in vitro con éxito aplicando di-
ferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. La 
desinfección inicial de la planta madre y del material a uti-
lizar son pasos cruciales para el establecimiento del proto-
colo, en la cual se intenta disminuir la carga bacteriana y 
fúngica que atenten contra la supervivencia de los tejidos. 
Los explantos son sometidos a sustancias que pueden agre-
dir el tejido vegetal. Encontrar una metodología que evite o 
disminuya la necrosis y la oxidación permite reducir el estrés 
que los explantos deben enfrentar durante la introducción in 
vitro. En este protocolo se obtuvo un 80% de explantos de-
sinfectados con éxito utilizando sólo hipoclorito de sodio 
(1,2%), valor similar al alcanzado por Bima et al. (2006) y 
Bertero et al. (2020) quienes emplearon alcohol, hipoclorito 
de sodio y Tween. 
La generación de brotes nuevos permite la multiplicación del 
material vegetal. La adición de BAP al medio MS es respon-
sable de inducir la multiplicación in vitro (Peralta et al., 
2020). A partir de un explanto inicial se desarrollaron 9 bro-
tes en promedio, un número mayor al obtenido por Chebel 
et al. (1998) en la misma concentración de BAP. Los mismos 
autores reportan un 91% de éxito en el enraizamiento in vitro 
utilizando Acido naftalen acético (ANA). También, junto con 
Bima et al. (2006) obtuvieron valores menores al nuestro 
con respecto al enraizamiento (50 y 80%, respectivamente) 
con el uso de IBA, pero éstos últimos utilizaron concentra-
ciones del regulador mucho mayores.  
Finalmente, en la aclimatación, el resultado es ligeramente 
superior al presentado por Chebel et al. (1998) y Bertero et 
al. (2020), aunque utilizaron diferentes sustratos al mos-
trado en este trabajo. 
Estas diferencias podrían deberse a los diferentes orígenes 
geográficos de las plantas madre. Según Bonafede et al. 
(2014) existe variabilidad genética entre diferentes pobla-
ciones de peperina, siendo la región de Tucumán la que pre-
senta mayor variabilidad con respecto a las poblaciones del 
centro del país, que son más homogéneas. En el trabajo 
mencionado se muestra que existe correlación entre distan-
cia genética y geográfica en estas poblaciones tal como se 
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Tasa de multiplicación 
(brotes / explanto) n=20 

 
8,87 ± (0,31) a 
8,80 ± (0,31) a 

Medio MS 
 
 

1 X 
0,5 X

Desinfección 
(%) 

 
73,33 
80,00 
86,67 

Tratamiento 
 
 

A 
B 
C

Necrosis 
(%) 

 
73,33 
80,00 
6,67

Índice de eficiencia 
(%) 

 
0 
0 

0,8
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presenta en otras especies (Lezcano et al., 2010; Severin et 
al., 2011; Sampayo-Maldonado et al., 2016). 
Sería conveniente considerar si se justifica incrementar la 
concentración de reguladores de crecimiento, aumentando 

los costos de esta técnica, dados los resultados obtenidos 
siguiendo este protocolo. Se ha conseguido con éxito una 
media de 27 plantas por cada segmento uninodal introducido 
in vitro, en menos de tres meses. 

Figura 1: Secuencia de pasos de la micropropagación: a) Planta madre; b) segmento uninodal en medio MS (0.5X) suplementado con BAP, 
con decoloración en los extremos y con dos nuevos brotes; c) callos de múltiples brotes; d) número promedio de brotes por explante; e) resu-

men de la secuencia de pasos para obtener aproximadamente 27 plántulas de un explanto inicial; f) Planta regenerada y totalmente funcional. 



CONCLUSIONES 
El protocolo de desinfección de explantos resultó adecuado 
y no se observó ningún tipo de contaminación endógena. El 
80% sobrevivió al procedimiento y pudo establecerse en 
condiciones in vitro. 
El ciclo in vitro (introducción, establecimiento, brotación, 
aclimatación) de M. verticillata se completó con éxito, con 
un uso mínimo de reguladores de crecimiento. 
El presente protocolo de propagación puede aplicarse para 
diferentes necesidades, como ayudar en la preservación de 
poblaciones, apoyar programas de mejora de esta especie, 
y también, aliviar la sobreexplotación regional. También, ase-
gurar la propagación de clones seleccionados (comerciales 
o destinados a la investigación) sin aplicar el paso del pro-
tocolo de la generación de un callo. 
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