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RESUMEN

INTRODUCCION: se presentd una revision bibliografica sobre Artemisia annua L.,
hierba utilizada tradicionalmente contra la malaria en numerosas partes del mundo.
OBJETIVO: dar a conocer la importancia y caracteristicas de cultivo, cosecha y
procesamiento poscosecha de esta planta.

METODOS: se muestran los estudios realizados sobre diferentes aspectos
esenciales relacionados con el procedimiento del cultivo (semilla, siembra,
nutricion, algunas recomendaciones para el control de las malezas, plagas y
enfermedades; del riego en el cultivo de esta especie y la cosecha) y el
procesamiento poscosecha.

RESULTADOS: en relacion con la seleccidn del lugar de cultivo y de la semilla
utilizada, estos elementos deben ser estudiados en cada ambiente donde se vaya a
introducir su cultivo. Su establecimiento mediante semillero y posterior trasplante o
su siembra directa, la fecha y densidad de siembra que permitan un rapido
crecimiento y desarrollo, son determinantes en el rendimiento de la masa vegetal y
los principios activos. En la busqueda de altos rendimientos de artemisinina esta
presente la respuesta a la nutricidon y al mejoramiento genético de la planta y en
cuanto a la cosecha, se hace alusion a la importancia de encontrar el momento
optimo de esta y el método adecuado, con vistas a obtener mayores voliUmenes de
hojas, donde estan concentrados sobre todo los principios activos. En lo relativo al
procesamiento poscosecha se presentan algunas investigaciones relacionadas
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esencialmente con el secado del material cosechado en el campo, los
requerimientos basicos para la comercializacion de la materia prima y las
condiciones de envasado y almacenamiento.

CONCLUSIONES: los elementos presentados demuestran la importancia del
cultivo de esta especie medicinal.

Palabras clave: Artemisia annua L., artemisinina, plantas medicinales,
procedimiento del cultivo, procesamiento poscosecha.

ABSTRACT

INTRODUCTION: this is a bibliographic review on Artemisia annua L., an herb
traditionally used against malaria in many parts of the world.

OBJECTIVE: emphasize the significance and the features of its growing, harvest
and postharvest processing.

METHODS: the results from the studies conducted on different essential features
are showed related to growing procedure (seed, sowing, nutrition, some
recommendations for the control of undergrowths, plagues and diseases, on the
irrigation in growing of this species and the harvest) and post-harvest processing.
RESULTS: in relation to choice of the growing place and the seed used, these
elements must to be studied in each environment where its growing will be
introduced. Its establishment by seedbed and subsequent transplant or its direct
sowing, the sowing date and density allowing a fast growing and development, are
determinant in performance of plant mass and the active principles. In the search
of high performances of artemisinina are present the response to nutrition and to
the plant genetic improvement and as regards the harvest we refered to the
significance to find its optimal moment and the appropriate method, to obtain great
leaves volumes, where are mainly concentrated the active principles. Regarding the
postharvest processing there are some researches related essentially to the drying
of harvested material in the field, the basic requirements for marketing of raw
material and the packing and storing conditions.

CONCLUSIONS: the elements presented demonstrate the growing significance of
this medicinal species.

Key words: Artemisia annua L., artemisinina, medicinal plants, growing procedure,
postharvest processing.

INTRODUCCION

Artemisia annua es una hierba aromatica que se destaca entre las especies del
género Artemisia por ser una excelente e importante fuente de compuestos con
actividad antimaldrica, accién farmacoldgica que ha sido demostrada.!

Aunque de modo tradicional se ha cosechado de forma silvestre, el material vegetal
recolectado es muy variable en cuanto al contenido de principios activos, ademas
de que la continua eliminacion de los areales silvestres limitaria la fuente de
variabilidad genética, primordial para el desarrollo de lineas mejoradas, por lo que
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se requiere establecer su cultivo. En esta revision se analizan y discuten las
contribuciones de diferentes investigadores en diversas partes del mundo, al
conocimiento de formas de manejo agricola, tomando en consideracion
fundamentalmente su ciclo de crecimiento vegetativo y la cosecha final, ademas de
las operaciones poscosecha, como estrategia para incrementar los rendimientos del
cultivo y de los principios activos, sobre todo de artemisinina.

A. annua se considera una de las contribuciones mas importantes de la herbolaria
china; en ningln otro pais las medicinas herbolaria y occidental estan tan
compenetradas en su practica cotidiana para complementar sus efectos y tan
universalmente aceptadas. Resulta una demostracion del valor de la tradicional
blusqueda y utilizacidon de plantas con efectos medicinales existentes en la flora del
planeta.

MANEJO DEL CULTIVO
Seleccién del lugar de cultivo

Prefiere suelos fértiles y suficiente iluminacién; la seleccion del lugar de cultivo va a
depender de donde esté localizada la planta de extraccién comercial, porque
aunque la concentracion de artemisinina en el material cosechado es algo baja, el
rendimiento de masa verde total del que se extrae el compuesto quimico puede ser
de unas 100 t/ha, lo que justifica que la planta procesadora debe estar lo mas cerca
posible al drea de produccion a fin de minimizar el costo de la transportacion. Si se
estima que la cosecha va a ser mecanizada, entonces hay que prever ademas la
eleccién de areas relativamente planas.?

Seleccion de las semillas

En cuanto al poder germinativo de las semillas de A. annua, se conoce que en
general mantienen su vigor al menos por 3 afios, si son almacenadas bajo
condiciones frescas y secas. Una planta produce entre 60 y 120 g de semillas
maduras que pueden sembrarse el mismo afio o el préximo.3

Algunos investigadores plantean que como se ha demostrado que el contenido de
artemisinina tiene amplia variabilidad, desde 0,01 hasta cerca de 1,5 %, se
requiere seleccionar semillas de alta produccién de artemisinina acopladas a
caracteristicas agrondmicamente adecuadas, que incluyen plantas vigorosas de
hojas grandes que proporcionen altos rendimientos de materia seca, resistencia a
las enfermedades y momento de floracién deseable para la regién; por eso hay que
hacer una buena evaluacién del material de propagacién y calidad de las semillas.*>

Se ha valorado la posibilidad de obtener plantas con mayores concentraciones de
artemisinina mediante la técnica del cultivo in vitro en laboratorio,® pero la mejor
estrategia, menos costosa y de menor tiempo es evaluar los factores agronémicos
que tienen relacion con el cultivo exitoso de la planta como los estudios agricolas
efectuados en la India,”® EE. UU.,°!? Holanda,!® Suiza,*!* Australia (Tasmania),*>’
Brasil,'® Madagascar® y Japdn.®

Para la seleccion de las lineas que respondan a estas caracteristicas, se han
realizado estudios basados en plantas introducidas en los paises que han llevado a
cabo investigaciones y en las obtenidas de lineas promisorias introducidas de los
lugares de donde es oriunda, por ejemplo China y Vietnam, asi como también
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mediante el acceso a hibridos con altos contenidos de artemisinina (1,1 %) y bajo
vigor, logrados de clones chinos con el de bajo contenido de artemisinina (0,04-
0,22 %), pero con alto vigor de clones europeos,*?° aunque se menciona que los
mas recientes hibridos entre selecciones chinas y vietnamitas con mas alto
contenidcs) de artemisinina (1,0-1,5 %) estan disponibles en una extensién
limitada.

Establecimiento del cultivo

Aunque A. annua ha sido cosechada de manera silvestre de modo tradicional, de
esta forma resulta muy variable en cuanto al contenido de los constituyentes
quimicos, otro factor negativo es que la distancia de transportacion a menudo es
antiecondmica, porque se trata de una planta con un contenido relativamente bajo
de artemisinina, pero con una masa grande de material vegetal, a lo que hay que
afadir que la continua eliminacion de los areales silvestres limitarian la fuente de
variabilidad genética que es vital para el desarrollo de lineas mejoradas, por lo cual
exponen que en A. annua se requiere establecer su cultivo,?! en el presente se ha
publicado que como sembrado en hileras algunas lineas seleccionadas se han
cultivado con éxito.>

Siembra mediante semillero y trasplante

Algunos investigadores hacen referencia a la plantacion de A. annua mediante
estacas,'? pero en la mayoria de los estudios realizados los investigadores prefieren
hacer los semilleros y luego trasplantar, para lo cual recomiendan efectuarlos en
bandejas poco profundas (5-6 cm) colocadas en un invernadero. Se aconseja para
su llenado utilizar una mezcla esterilizada de dos partes de arena, dos partes de
turba y una parte de vermiculita, ajustar el pH a 6,0-7,0, para luego distribuir las
semillas de manera uniforme en la superficie y cubrirlas con ligera capa de
vermiculita (1-2 mm), manteniendo la superficie con suficiente humedad. Cuando
las plantulas alcanzan unos 2 cm de altura (tienen 4-5 hojas verdaderas), lo que
demora alrededor de 3 semanas, se seleccionan procurando no dafiar las raices y
se trasplantan a otros recipientes utilizando la misma mezcla citada antes, donde se
mantienen por unas 4 semanas hasta que tengan aproximadamente 10 hojas
verdaderas y alcancen alrededor de 15 cm de altura; después de esto las posturas
estan lo suficiente fuertes para ser sacadas fuera del invernadero a una casa de
sombra durante 3 a 5 d para con posterioridad ser trasplantadas a campo abierto,
es decirz', que desde el proceso de siembra al trasplante transcurren alrededor de 2
meses.

En el documento sobre Buenas Préacticas Agricolas y de recoleccion de esta planta
emitido por la OMS?? se reporta que el drea de semillero debe ser alrededor de 1,5
% del &rea de plantacion y se utilizan 0,4-0,5 g semillas/m?, las que germinan en
un periodo de 10 a 15 d, con una germinacién alrededor de 90 %. Se anade que el
suelo del semillero debe permanecer con suficiente humedad al menos durante la
primera semana de la siembra y a diferencia de lo que otros plantean, las posturas
permanecen en el sitio donde se realizd el semillero hasta que alcancen unos 15 cm
de altura cuando se trasplantan directamente al campo.?

Existen pocas referencias sobre la edad 6ptima para llevar a cabo este trasplante,
pero lo esencial es que las plantas estén lo suficientemente robustas para hacerle
frente al estrés que sufren por esta operacion y a la susceptibilidad del dafio por el
viento, por lo que se sugiere que este aspecto debe ser estudiado en cada ambiente
donde se vaya a introducir el cultivo de A. annua.

Siembra directa
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Es el método mas econdmico de establecimiento de la planta, siempre y cuando se
cuente con la cantidad de semillas disponibles y se tengan presentes otros factores
como es el control de las malezas. En Alemania, se sembrd A. anuua directamente
en campos experimentales de forma exitosa, las pruebas se hicieron en la tercera
semana de junio y la completa floracién se observé a final de agosto;** también se
experimento en Australia (Tasmania) la siembra directa de las semillas, esta forma
de cultivo proporcioné rendimientos de hojas secas y de artemisinina similares a los
obtenidos en siembra de trasplante en dos experimentos llevados a campo en los
que la siembra y el trasplante tuvieron lugar a mediados de octubre (la primavera),
ademads en ambos las plantas adquirieron su estado de madurez y fueron
cosechadas al inicio de la etapa de botonaciodn, final de febrero (el verano), 4,5
meses mas tarde.’>!® De igual forma se reportan siembras directas en Vietnam en
enero, que mostraron estado de floracién en octubre.?*

Pocos estudios existen sobre A. annua y la posibilidad de la siembra de las semillas
en otofio y la supervivencia de las plantulas durante el invierno, en zonas
geograficas donde esta técnica puede ser apropiada; sin embargo, alguna
informacién es posible afiadir por los resultados en las pruebas realizadas en
Tasmania (Forthside 41° 12'S), con semillas de una linea yugoslava que germind
en el campo en otono (al final de abril) y las jovenes posturas sobrevivieron muy
bien al invierno, crecieron fuertemente en primavera, pero no florecieron hasta final
de febrero del afio siguiente.?

Otro aspecto importante a considerar es el tamano de las semillas, como las de A.
annua son muy pequeiias (10-15 000 por gramo), para su distribucidon uniforme se
deben mezclar con algun material inerte o con un fertilizante neutral apropiado. En
experimentos en Tasmania, se recomienda la mezcla 50:50 de caliza bien molida
con superfosfato, para un establecimiento exitoso.*’

La profundidad de siembra es igualmente un pardmetro critico en el caso de las
semillas pequefias; en los estudios en Tasmania, una profundidad de 5 mm ofrecio
buenos resultados; de igual modo es esencial que el area permanezca lo suficiente
himeda para asegurar que las plantulas no sufran estrés hidrico o de quemaduras
por la fertilizacion, ademas, se requiere conocer el poder germinativo de la semilla
determinado en el laboratorio para usar la tasa de siembra adecuada.?

Finalmente, el éxito de la siembra directa de esta planta dependera del
conocimiento detallado de la planta en cuanto a un rapido crecimiento y desarrollo
que le permita cubrir el area antes de que las hierbas la invadan, también del suelo
y de las condiciones ambientales locales como son las precipitaciones y la
temperatura.

Establecimiento del cultivo en diferentes altitudes

En Penang, Malasia (5° 30'N), estudiaron en una linea de Hanoi su comportamiento
en las latitudes bajas y cercanas al nivel del mar. Las plantas a las 3 semanas
fueron trasplantadas a parcelas de campo y la floracion ocurrié a las 14 semanas de
edad con un maximo contenido de artemisinina de 0,39 % una semana antes de
florecer.?” Es de destacar, que aunque en el experimento no se estudid
detalladamente el rendimiento de materia seca de hoja, las plantas cultivadas
alcanzaron 1 m de altura; seria conveniente hacer estudios en latitudes bajas para
explorar el potencial de rendimiento de la planta, asi como también de ser posible
probar en los paises tropicales con crecimiento muy rapido la posibilidad de dos
cultivos al afio sugerida para Vietnam?*y Brasil.?®
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De igual modo en Madagascar, en Antanaviro (latitud 18°52'), a una altura de 1
500 metros sobre el nivel del mar, se trasplantaron a parcelas de campo las
posturas de A. annua, resultantes de un cruzamiento entre plantas de origen chino
y vietnamita, y para el 4 de agosto fueron cosechadas plantas en estado de
madurez que produjeron rendimientos de hojas secas de 4,7 t/ha y de artemisinina
de 41,3 kg/ha.?’

Fecha de siembra.

Es una decisién importante donde se debe tener en cuenta que la elegida le permita
a la planta el rapido crecimiento y un desarrollo vegetativo vigoroso antes del
comienzo de la floracion. En clima continental, el buen crecimiento y rendimiento
fueron obtenidos cuando la planta se sembré en inicios del verano en Alemania®® y
EE. UU.?®y a final de la primavera en Suiza.*

En un clima maritimo templado fresco en Australia (Tasmania), en un experimento
de campo, se comparo el trasplante en los meses primaverales de octubre y
noviembre con inicios del verano en diciembre, y se encontré que el rendimiento de
materia seca de hojas de los trasplantes de octubre resultaron el doble y cuadruple
del de los trasplantes de noviembre y diciembre, respectivamente, pero la
concentracion de artemisinina fue igual para las tres fechas de establecimiento y la
del acido artemisinico disminuyd en 25 % para el trasplante de noviembre y en 50
% para el de diciembre en comparaciéon con los de octubre. En posteriores
experimentos este investigador comparo6 el trasplante en invierno (julio y agosto)
con trasplantes en primavera (septiembre y octubre) y no encontré diferencias en
los rendimientos de hojas secas, artemisinina, acido artemisinico en las tres fechas
estudiadas.”

El mismo investigador adiciona que en la India, Lucknow, con posturas de la misma
seleccion europea utilizadas en el experimento de campo en Tasmania descrito con
anterioridad, las que se trasplantaron en el periodo de invierno relativamente fresco
de mediados de diciembre; para el 26 de marzo las plantas alcanzaron plena
floracion y rendimiento maximo de materia seca de hojas y flores, también de
artemisinina.'®

En otro experimento de campo realizado con semillas nativas del nordeste de
Vietham que se llevaron cerca de Hanoi, en el cual A. annua fue sembrada
directamente en el campo, el 10 de enero, se evalud el rendimiento seco de
material vegetal y el contenido de artemisinina. El maximo rendimiento de hojas
secas, 5,3 t/ha, se obtuvo el 15 de junio, en la etapa vegetativa, asi como la
maxima concentracién y rendimiento de artemisinina (0,86 % y 45,4 kg/ha,
respectivamente); las plantas permanecieron en este estado hasta la etapa de
botonacién el 15 de octubre, cuando hubo un rendimiento de materia seca de hojas
de 3,8 t/ha y la concentracidn de artemisinina fue de 0,42 %.%

De ese estudio se puede concluir que esta linea de A. annua adaptada al ambiente
tropical vietnamita proporcioné una biomasa adecuada, con alta concentracion de
artemisinina lograda durante la etapa vegetativa, antes del inicio del periodo de
floracion.

En posteriores trabajos sobre la fecha de establecimiento de esta especie, otros
llegaron a plantear que el momento éptimo de trasplante en las llanuras del norte
de la India, era a mediados de octubre.?®

Densidad de poblacidn
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La densidad de poblacion y la determinacion de la mejor distancia entre plantas y
entre surcos son de importancia considerable y determinantes en el rendimiento de
A. annua y la practica para el control de las malezas. Espaciamientos entre 0,5 a
1,0 m pueden ser los apropiados para el control de las hierbas, pero si se van a
emplear herbicidas entonces se pudieran utilizar densidades de poblacion mayores;
en algunos estudios preliminares se han experimentado densidades de 1 pl/m?3:3!
y de 2,5 pl/m? donde se alcanzaron rendimientos de 1-4 t/ha de hoja seca.?*%3! En
otros estudios se probaron densidades mayores, 7 y 11 pl/m?, y se logré mayor
biomasa;!® en tanto que en Madagascar, en parcelas de campo con espaciamiento
de 50 x 729 cm equivalente a unas 8 pl/m?, lograron rendimientos de hojas secas de
4,7 t/ha.

En Australia (Tasmania), en un experimento de campo con una linea yugoslava de
trasplante en noviembre, se realizé un estudio donde se compararon 1, 5, 10, 15,
20 pl/m? y se encontré que el rendimiento de materia seca de hoja se fue
incrementando hasta la densidad de 20 pl/m?, aunque destacé que en la de 10
pl/m? el rendimiento fue alrededor de 90 % del maximo de 6,8 t/ha, o sea, 6,1
t/ha.’® En posteriores trabajos algunos investigadores han informado que esta
planta debia ser cultivada con altas densidades, ellos obtuvieron en un experimento
de campo en Vietnam con densidad de 25 pl/m? un maximo rendimiento de hoja
seca de 5,3 t/ha,?* igualmente se ha recomendado para las llanuras del norte de la

India altas densidades de poblacidn, alrededor de 22 pl/m?. 32

Aunque en el estudio de Australia con la linea yugoslava, la densidad de poblacién
no tuvo efectos en la concentracion de artemisinina, ni en la del acido artemisinico,
esto puede ocurrir en otras regiones climaticas y con otras lineas de A. annua;
ademas, como se planteara con anterioridad, si tiene efecto sobre el contenido de
aceite esencial,® por lo que se considera que seria importante realizar
investigaciones al respecto.

Otro aspecto que habia sido recomendado desde 1990 y valdria la pena investigar,
seria el efecto de la variacién que pueda ocurrir por la rectangularidad del area, o
sea, la proporcion de los espaciamientos entre plantas y entre surcos, en una
constante densidad de poblacién.?*

La OMS expone que se pueden adoptar diferentes densidades de poblacion, desde
distanciamientos de 15 x 15 cm hasta 45 x 75 cm, en dependencia de la
experiencia adquirida y los factores correspondientes con paises y regiones, pero
que su seleccién debe basarse fundamentalmente en el rendimiento de artemisinina
por unidad de area.?

El analisis de los resultados mostrados en las diversas investigaciones realizadas
con diferentes lineas de A. annua de distintas localidades permite enfatizar que
entre los aspectos agricolas, la densidad de poblacién es fundamental para la planta
y es un aspecto vital cuando se vayan a establecer nuevos cultivos, porque para
algunos las altas densidades entre 22 y 25 plantas/m? resultan las mas
convenientes, en tanto que otros sefialan que con densidades alrededor de 10
plantas/m? se obtienen resultados satisfactorios.

Nutricién de las plantas. Elementos mayores

Buenos rendimientos de masa verde y seca relacionados con los elementos
principales N, P, K, se han informado, pero un nimero pequeno de estudios hacen
alusién a la respuesta en cuanto al crecimiento vegetativo o sus efectos sobre la
concentracion de artemisinina y otros compuestos.
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De esta manera se ha planteado que se han obtenido buen crecimiento y alto
rendimiento de materia seca de hoja en EE. UU. (Mississippi) con una mezcla de
fertilizante completo a razén de 100 kg N, 100 kg P y 50 kg K, aplicado en
presiembra en bandas, a 150 mm y a 50 mm debajo de las semillas, y 75 mm
debajo de las posturas trasplantadas, e igualmente en Australia (Tasmania) con
una mezcla de 60 N, 60 P y 50 K.!>3!

La técnica de aplicacion en bandas es generalmente recomendable en suelos donde
la fijacion de fésforo constituye un problema. Aunque no hay datos experimentales
especificos sobre la respuesta para este elemento y para el potasio, hay algunas
pruebas especificas para el nitrégeno, como son los estudios practicados en EE. UU.
(Indiana), donde se compararon diferentes proporciones de N: 0, 67, 135 kg/ha y
se presentd el mayor rendimiento para la dosis de 67 kgN/ha.*°

En el mismo periodo en la India, en un cultivo en suelo arenoso de una linea
americana, también demostraron que la deficiencia de nitrégeno estuvo asociada
con una gran disminucién de la artemisinina. De manera similar, en estudios
hidroponicos realizados en Brasil se llegd a igual conclusion, que la omision de
forma drastica de nitrégeno o también de fésforo redujo el crecimiento vy la
produccién de materia seca.>”

En posteriores pruebas en campo se compararon dosis de 0, 32, 64 y 97 kg N/ha
aplicados en forma de urea y se encontro que el rendimiento de materia seca de
hoja se incrementé con la mayor proporcién de nitrégeno, pero que la
concentracion de artemisinina disminuyd 22 %, ademas, el rendimiento maximo de
artemisinina estuvo dado por la dosis de 64 kg N/ha; lo que representd en
comparacién con las parcelas donde no se aplicé el nitrdgeno un incremento por
encima de 50 % de artemisinina.?’

Al parecer, el nitrégeno, que es un elemento muy movil, facilmente lavado de la
zona de la raiz, en especial en areas de altos periodos de concentracién de lluvia
efecto que puede ser muy significativo en las regiones tropicales y subtropicales,
bajo estas condiciones es de suma importancia el método y el momento de
aplicacidn, por lo que para ocasionar menor lavado se recomienda que en areas de
mucha humedad, se adicione cerca de las semillas o de las hileras de plantas, asi
como también en dosis compartidas.

En cuanto a la aplicacidon de diferentes formas de nitrogeno al suelo y su influencia
sobre A. annua mediante un experimento de campo montado en suelo arenoso en
Suiza, hicieron una comparacion entre diferentes portadores nitrogenados: sulfato
de amonio y nitrato de amonio, aplicados en dosis de 90 kg N/ha en ambas formas
de fertilizantes y se registraron incrementos de rendimiento de materia seca de
hojas y de artemisinina de alrededor de 50 %.%® Los resultados encontrados por
estos investigadores en otro experimento llevado a cabo en un hidropdnico,
sugirieron que bajo algunas condiciones el fertilizante nitrogenado en forma de
nitrato puede dar rendimientos mas altos de artemisinina que la forma amoniacal,
por lo que para poder dilucidar adecuadamente este aspecto, aconsejan que mas
investigaciones de campo en diferentes tipos de suelos deben ser realizadas.?

De igual modo en estudios efectuados por los brasilefios se expone que la omision
de cualquiera de estos elementos: N, P, K, Ca, Mg, S en las soluciones de
nutrientes limitan la produccién de la artemisinina y del acido artemisinico.3%3’

A pesar de la poca informacion recopilada en relacién con el papel que desempefian
los fertilizantes en el cultivo de A. annua, por los estudios realizados en maceta y
campo que se han analizado en esta resefia, se puede inferir que el nitrégeno
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constituye un elemento fundamental, porque proporciona incrementos en los
rendimientos de materia seca de hojas y de artemisinina.

Mejoramiento genético

Muchas plantas silvestres usualmente presentan gran variabilidad genética que le
permite, como en el caso de los metabolitos secundarios, hacer mejoras exitosas;
un paso importante es la domesticacion y el mejoramiento genético. En A. annua se
considera que lo fundamental es su mejoramiento en cuanto al contenido de
artemisinina, para lo que se requiere escoger el mejor programa, donde se pueda
predecir y sea estimada la heredabilidad del contenido de este principio activo.*®

En las hojas de las diferentes lineas de A. annua ha sido observada una gran
variabilidad en el contenido de artemisinina, desde 0,02 hasta 1,38 % en las hojas
secas, variacién que tiene varias causas: la utilizacién de diversos métodos para la
extraccién y el andlisis, la colecta y la preparacién de las muestras, especialmente
la separacidn de las hojas del tallo son también muy variables, de igual modo es
bien conocido que el contenido de artemisinina en la planta cambia durante la
época; una parte de la variacién se debe a la cosecha en las diferentes etapas de
crecimiento, en diferentes fechas, ademas de la influencia de los factores
ambientales, sobre todo la temperatura, como ya se ha mencionado. La variacion
observada es tan considerable que se debe pensar que una base genética esta
también involucrada, para lo cual es necesario cuantificar su significado mediante el
cultivo de diferentes lineas de A. annua en igual ambiente y usar el mismo método
de analisis para su determinacidon, ademas de tener presente hacer estudios
relacionados con diferentes técnicas de mejoramiento genético.?>39%

Algunos investigadores manifiestan que diferentes variedades de semillas han sido
adaptadas mediante mejoramiento y se ha logrado que su cultivo sea exitoso en
numerosos paises tropicales, por ejemplo, en el Congo,*? la India*® y Brasil.***®

Respecto a la busqueda mediante mejoramiento genético de plantas con altos
rendimientos de artemisinina en A. annua, se realizd una prueba preliminar donde
se cruzaron dos lineas con diferentes concentraciones de artemisinina. Las plantas
de la progenie presentaron contenidos muy variables, pero generalmente fueron
valores intermedios a los encontrados en los progenitores; sin embargo, en la
segunda generacion hubo un incremento en la variaciéon y ya no se pudo hacer la
clasificacion individual de las plantas segun su contenido de artemisinina, lo que
sugiere una segregacion clasica de los componentes genéticos e indicé la necesidad
de usar un modelo de genética cuantitativa para describir los antecedentes
genéticos que gobiernan estos rasgos en las especies.?°

Con posterioridad se hace alusion a que en 1989 y 1990 se habian efectuado en
Suiza pruebas comparativas con plantas de origenes diversos y que fue encontrada
gran variabilidad en su contenido de artemisinina, con cantidades desde 0,05 a
1,07 % en las hojas secas.’

Otros investigadores también desarrollaron en Brasil estudios sobre el
mejoramiento de A. annua, que incluyo la seleccion y el mejoramiento de genotipos
ricos en artemisinina y con gran produccion de biomasa, seguido de una segunda
seleccién para adaptacion al clima de ese pais. La hibridizacion controlada entre los
genotipos seleccionados de China y Vietnam produjo poblacion uniforme en cuanto
a contenido de artemisinina y biomasa en la poblacidn base, e incremento de la
produccion de 5 kg/ha para alrededor de 25 kg/ha en la poblacion mejorada
genéticamente. A la postre, cuando se realizé el cultivo en Brasil de tres lineas
hibridas, produjeron rendimientos de artemisinina de 21,38; 19,27 y 15,80 kg/ha;
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debido a la produccion obtenida llegaron a la conclusién de que el cultivo de estas
tres lineas era técnicamente viable y muy competitivo.*®

Como puede observarse, la cantidad de metabolitos secundarios en una planta es el
resultado de un proceso muy complicado que involucra la senda completa de
biosintesis de la molécula y su acumulacion en la planta, a menudo en una
estructura especializada.

Acerca de la biosintesis de la artemisinina, hay opiniones divergentes concernientes
a la senda completa, en especial el posible papel que desempefia el acido
artemisinico como precursor.'*#’>! Es obvio que varios pasos estan involucrados en
la biosintesis de la artemisinina y es probable que cada uno esté regulado
genéticamente. Sobre la localizacion de la molécula en la planta, hoy esta
establecida su presencia en los tricomas glandulares en la superficie de las hojas,
asi como también en la corola y el receptaculo.>*>* En la genética cuantitativa, lo
que se trata de determinar es precisamente la variaciéon total que puede ocurrir por
los factores genéticos, lo cual se conoce como heredabilidad.

Otros investigadores acometieron estudios sobre mejoramiento genético, donde
indujeron tetraploidia mediante colchicina en plantas de A. annua y compararon su
comportamiento durante todo el periodo del desarrollo con el de las plantas
silvestres (plantas diploide), y observaron que las plantas tetraploides fueron mas
pequeias, por lo que el rendimiento promedio de biomasa fue menor, pero ciertos
organos individuales como las hojas resultaron considerablemente mayores que las
de las plantas silvestres; ademas las semillas obtenidas mediante la polinizacion
cruzada entre las plantas tetraploides tuvieron un tamafio espectacular. En cuanto
a los niveles promedio de artemisinina determinados en el periodo de completa
vegetacion, en las plantas tetraploides, fue 38 % superior al de las diploides; en
tanto que los del aceite esencial fueron 32 % mas bajo en las plantas tetraploides,
lo que sugiere que hay una correlacidn inversa entre la artemisinina y el aceite
esencial. Como los niveles promedio de biomasa en las plantas tetraploides fueron
menores que en las diploides, el rendimiento promedio por metro cuadrado
decrecié en 25 %.°°

Los resultados obtenidos sugieren que, en un principio, las plantas tetraploides de
A. annua pudieran servir para ser utilizadas como material para un programa de
mejoramiento genético con el propdsito de obtener mayores rendimientos de la
planta y el consiguiente incremento en los de artemisinina.

También con el fin de seleccionar plantas de A. annua con altos rendimientos de
artemisinina se han desarrollado técnicas de cultivo de tejidos, al respecto se
realizaron estudios en los cuales observaron que se produjo un contenido variable
de artemisinina en las plantas cosechadas durante el periodo de prefloracion, esto
les permitio hacer seleccién y clonacion entre las plantas y mediante comparacién
estadistica agrupar los clones por su contenido de artemisinina en altos (0,41-0,42
%), moderados (0,25-0,26 %) y bajos (0,13 %).?

De igual modo, se ha sefialado que mediante esta técnica se obtuvieron plantas de
selecciones vietnamitas que crecieron en invernadero a mediados de diciembre de
1994, con posterioridad estas plantas fueron llevadas a campo a mediados de
febrero de 1995 para determinadas localizaciones cerca de Devonport y cultivadas
vegetativamente durante el otofio; se observd que las plantas sobrevivieron al
invierno sin problemas durante el crecimiento vegetativo, el cual se mantuvo a lo
largo de la préxima primavera y se logré lo siguiente: alcanzar una altura de 2 m,
no comenzar a florecer hasta final de febrero en 1996 aunque solo en algunas
plantas, y que ninguna de las flores de estas plantas produjeran semillas viables.?
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Estudios desarrollados mediante cultivo in vitro con similar objetivo, donde
partieron de semillas del norte de Vietham germinadas y continuamente
propagadas mediante cultivo de tejido, luego a las 3 semanas las plantulas fueron
trasplantadas desde el laboratorio al campo bajo condiciones de clima tropical y
después fueron muestreadas en diferentes estados de crecimiento. En estas plantas
se observo que alcanzaron poca altura (100 cm), floracion temprana (a las 14
semanas), lapso breve de desarrollo (18-28 semanas), no produjeron semillas y
ademas presentaron contenido de artemisinina variable; las mayores
concentraciones se encontraron en las hojas de plantas de 12 semanas (0,13-0,31
%) y 13 semanas (0,12-0,39 %) durante el periodo de prefloracién.?

Control de las malezas

Para el control de las malezas en el cultivo de A. annua en areas pequefas, en
paises en desarrollo, la forma manual ha sido la apropiada y, consecuentemente,
debe pensarse en espaciamiento entre surcos que permitan el facil acceso,
mientras las plantas son pequefias y no han cubierto el area. En el documento
sobre las Buenas Practicas Agricolas y de recoleccidon de la OMS (WHO, 2005), se
hace referencia a que el primer deshierbe se realiz6 alrededor de los 20 d después
del trasplante y un segundo cuando ha emitido las ramas principales; una vez que
las plantas crecen y el campo cierra, no requiere de mas limpiezas.*?

Otro aspecto que también hay que tener presente es que en las economias
desarrolladas, donde las regulaciones gubernamentales permiten la utilizacién de
herbicidas para el control de las malezas, se requiere hacer investigaciones para su
adecuada aplicacion. Algunos manifiestan que seria factible el control quimico de
las malezas y exponen que algunos experimentos sobre el empleo de herbicidas se
han realizado en EE. UU., los cuales han proporcionado su buen control sin causar
fototoxicidad, tanto en tratamientos preemergente y posemergente, sin que se
haya manifestado reduccién significativa del rendimiento de hojas y de la
concentracidn de artemisinina.>®

Se hace énfasis en que fundamentalmente resulta de gran utilidad la aplicacion de
herbicidas en las etapas de inicio de crecimiento, cuando se hace siembra directa
de las semillas, aspecto que resulta mas critico que cuando se establece el cultivo
mediante trasplante, por el lento crecimiento de las diminutas plantulas que brotan
de las semillas en las semanas iniciales, las que durante esta etapa pueden ser
ahogadas de modo facil por las malezas.?

En fin, las hierbas, que son una constante problematica para los cultivos en todo el
mundo, se debe tener presente cémo van a ser controladas antes de establecer el
de A. annua.

Plagas y enfermedades

Muy poco se ha publicado sobre la infestacion en A. annua por plagas y
enfermedades;? existen reportes sobre una amplia seleccién de experimentos
realizados en EE. UU., donde se hicieron monitoreos fitopatoldgicos durante todas
las etapas del desarrollo de las plantas; etapa vegetativa, la de produccion de flores
y semillas y que en ninguna de ellas se registrd sintomas de infestacidén por estos
patdégenos; los Gnicos insectos observados fueron larvas de lepidépteros, pero sin
ocasionar dafos significativos visibles. En tanto que en Australia (Tasmania),
también en una variedad de experimentos similares, la Unica enfermedad
observada en algunas de las pruebas fue la baja incidencia de infeccion en la parte
basal del tallo con Sclerotinia, por lo que se sugiere que debido a ello, se deben
considerar adecuadas medidas de control cuando se cultive A. annua con alta
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densidad de poblacién, porque bajo estas condiciones se proporciona alta humedad
favorable para inducir la infestacién.®>’

En Arabia Saudita fue identificado a Orobanche cernua, el cual afectaba a A. annua
como un parasito de la raiz que puede causar pérdidas potenciales.>®

En el documento sobre las Buenas Practicas Agricolas de esta planta (WHO, 2005),
se hace mencidn a enfermedades virosas ocasionadas por afidos que provocan
hojas disminuidas y malformadas, asi como una enfermedad que ocurre con
frecuencia 1 mes después del trasplante, que origina dafios en la raiz y finalmente
la planta muere; en tal sentido como medida de control se aconseja en el
documento que en los campos donde se cultive A. annua se haga rotacion de
cultivo cada 2 afios.??

Riego

A. annua tiene abundantes y densas raices laterales que le permiten gran
adaptabilidad y capacidad contra la sequia y el anegamiento; a pesar de ello el
riego de este cultivo para el mantenimiento de la humedad adecuada es
importante, ya sea mediante siembra directa o de trasplante. En muchas
situaciones como es el periodo de germinacién y la fase preliminar de crecimiento,
es necesaria la irrigacion frecuente y ligera para su establecimiento seguro; la
frecuencia de esta aplicacion dependera mucho del tipo de suelo y del clima, luego
de la aparicién de la sexta hoja no requiere de mucho riego.??

Se conoce muy poco sobre el efecto del riego en el contenido de artemisinina, en
tal sentido, se pudo comprobar que la eliminacién del riego durante las 2 semanas
antes de la cosecha produjo reduccién de su concentracién.®®

El estrés hidrico en los periodos criticos del desarrollo puede causar reducciones de
crecimiento en muchas plantas, asi como retardar o disminuir las etapas de
floracion y reproduccién e influir sobre los principios activos, por eso se necesita
realizar mas trabajos sobre los requerimientos de riego de A. annua, para definir su
aplicacion en las etapas criticas de crecimiento de la planta en un rango de
ambientes, especialmente su efecto en el rendimiento de materia seca de hoja y en
la concentracion de artemisinina, del acido artemisinico y del aceite esencial.

Momento de cosecha

El momento 6ptimo de cosecha en A. annua va a depender de la finalidad del
compuesto principal. Si lo que se quiere es artemisinina, en la mayoria de los
estudios anteriormente citados el rendimiento maximo esta en las plantas en
completa floraciéon; 88111215 aunque en el caso de la seleccién vietnamita, en una
prueba en ese pais, el rendimiento maximo de artemisinina se encontré en las
plantas en etapa vegetativa.>*

Si el acido artemisinico fuera el objetivo principal, por la limitada cantidad de datos
disponibles en el presente, es la etapa vegetativa tardia donde se encuentra el
maximo rendimiento como atestiguan los resultados,**!®?* pero si el interés es por
el aceite esencial o el doble propdsito: aceite esencial y acido artemisinico,
entonces el estado de completa floracidon es el preferido; no obstante, en este caso
seria importante utilizar una seleccién de A. annua que no muestre gran
disminucion del acido entre la etapa vegetativa tardia y la completa floracidon, como
fue sefialado en el estudio relacionado con el efecto de diferentes practicas
agrondmicas en el cultivo.’®
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En la investigacion efectuada sobre la acumulacién estacional de artemisinina®!y
también en las llevadas a cabo con plantas obtenidas de cultivo de tejido en
invernadero y en cultivo en campo y su relacién con el contenido de artemisinina,
se obtuvo la mayor acumulacién en la etapa de botonacién,'*>%%%%2 en tanto que en
el documento sobre Buenas Practicas Agricolas se informa que el rendimiento de
hojas y el contenido de artemisinina se incrementan gradualmente antes de la
floracion y disminuye después de esta, por lo que el periodo 6ptimo de cosecha
ocurre en la botonacién, alrededor de los 6 meses después del trasplante.®?

Métodos de cosecha.

Existe poca informacion detallada sobre el método de cosecha en A. annua. En
China y Vietnam, los dos paises donde la planta se ha cultivado tradicionalmente,
se reporta que para la cosecha la planta se corta en la base, se deja desecar y
luego se remueven las hojas mediante alguna forma de sacudida.??

Este método de cosecha, cortando cerca de la base y dejandola para perder
humedad por un periodo de tiempo que depende de la region climatica de
produccion, tiene la ventaja de la gran pérdida de humedad (hasta 50 % o mas) vy,
por lo tanto, la reduccién en el acarreo, el costo y tiempo de secado.®?

Asi mismo, se hace referencia a que uno de los primeros intentos de corte
mecanizado en esta planta se realizé en EE. UU.; para las pruebas se sembraron 2
hectareas en surcos con 90 cm de separacion con el objetivo de producir 1 kg de
artemisinina, los resultados revelaron que la plantacion fue exitosamente cortada
en la base con una segadora movida por un tractor.>°

Algunos estudios preliminares efectuados en Australia, Tasmania, con el uso de una
segadora de campo estandar acoplada con un disco cosechador de granos verdes
los resultados fueron prometedores, aunque ocurrieron obstrucciones en estas
pruebas con una maquina donde no se modificd el sistema,'®!” y se sugiere
explotar este método con las modificaciones correspondientes en los implementos.

La importancia de encontrar métodos alternativos adecuados de cosecha radica en
el volumen de tallo principal y ramas laterales que debe ser manipulado, asi como
el bajo contenido de artemisinina en ellos. En plantas en estado vegetativo tardio
se evaluo la contribucidn de hoja fresca del total de la masa cosechada y se
determiné que fue solo de 26,9 % en el estudio vietnamita;** en Tasmania, donde
el maximo rendimiento fresco ocurrié en completa floracion, del rendimiento total
de la masa cosechada, 29 % fue de hojas y 17 % de flores.'’

Otra técnica de cosecha a emplear seria hacerla como si fuera forraje, para lo cual
se corta la planta cerca de la base o en cualquier altura requerida, luego es picada
mecanicamente en trocitos e inflada y arrastrada a un depdsito. La segunda etapa
de este método involucra horno o alguna forma alternativa de secamiento antes de
la separacién de las hojas y flores. Este sistema ha recibido un cribado muy
preliminar en Tasmania y aunque es factible involucra el problema del acarreo, la
manipulacién y el secado del material vegetal cosechado.?

Como en las hojas y las flores de A. annua es donde estan concentrados
fundamentalmente la artemisinina, el acido artemisinico y el aceite, la técnica ideal
de cosecha seria alguna forma de separacion mecanica de estos componentes de la
planta. También es importante tener presente que independiente al sistema de
cosecha utilizado, seria conveniente que la instalaciéon para secado y manipulacion
esté ubicada cerca del area de produccion, porque la masa cosechada puede
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calentarse de modo rapido y podria haber pérdidas de artemisinina; no se hallaron
estudios publicados relacionados con este aspecto que merecieran atencion.

Procesamiento poscosecha

Respecto a la poscosecha, se han realizado fundamentalmente investigaciones
relacionadas con el secado de esta planta. Estudios de secado al aire y sombra se
reportan en diferentes partes del mundo. En EE. UU. cosecharon plantas enteras de
A. annua con una segadora, que después fueron transportadas para un sombreador
grande donde se colgaron para su desecacion.>® También en la India (Lucknow),
experimentaron cortando las plantas en la base, luego la trocearon mecanicamente
en pequefios segmentos para con posterioridad secar el material a la sombra; antes
de la extraccién se tamizé el material para eliminar un gran porcentaje de tallos.?
En estudios mas recientes realizados en Madagascar, plantas completas fueron
secadas de modo similar bajo cubiertas antes de la extraccion de las hojas.?’

De igual modo, se ha experimentado sobre el secado del material cosechado en el
campo con exposicion directa al sol, pero se considera que con este método se
reduce el contenido de artemisinina. Hay investigaciones desarrolladas en Oregén,
EE. UU., sobre el efecto del secado de hojas o de ramas a pleno sol; en el sol, pero
al abrigo de bolsas de papel y a la sombra, se registré durante el estudio que la
temperatura maxima del aire fue de 30 °C y las temperaturas en las muestras al
sol 42,2 °C, a la sombra 22,8 °C y al sol, pero protegidas, 35,6 °C. Con el secado al
aire y sombra se encontré la mayor concentracién de artemisinina, a pleno sol el
mas bajo y en el secado al sol, pero protegidas por las bolsas de papel se
produjeron valores intermedios.>* %

Sin embargo, se plantea que en un estudio similar realizado en Australia, Tasmania,
con plantas enteras que se expusieron para su secado a los efectos del sol directo o
a la sombra, o las hojas fueron removidas y luego secadas en horno a temperatura
de 35 °C inmediatamente después de la cosecha, en este caso la temperatura
maxima del aire fue de 22 °C, no se produjeron diferencias en la concentracion de
artemisinina o en la del acido artemisinico entre cualquiera de estos tratamientos.
La explicacién para las diferencias entre estos dos estudios pudiera ser la
temperatura maxima del aire, que fue de 30 °C para el primer experimento y de 22
oC en el segundo.?

Aun cuando el secado al sol seria mas econdmico, se requiere efectuar estudios en
un rango de zonas climaticas, especialmente subtropicales, para confirmar sus
efectos sobre estos compuestos; hasta el presente no hay datos disponibles acerca
de su influencia sobre el acido artemisinico en climas continentales o tropicales, asi
como tampoco sobre la respuesta que se origina cuando se realice el secado de las
plantas enteras o el de hojas o el de separacién de ramas.

En relacion con el contenido de aceite esencial, se sefiala que al parecer colocar las
plantas de A. annua en el sol para su secado no tiene efectos perjudiciales sobre
este constituyente, por lo que seria otro incentivo para tratar de obtener mas datos
del secado al sol sobre el acido artemisinico, por las posibilidades del doble
propésistso de obtencién de esos dos productos en la explotacion comercial de esta
planta.

Respecto al secado artificial, el que pudiera ser una necesidad indispensable en
algunos lugares donde se cultive A. annua, la informacién que se brinda es que se
han encontrado suficientes ejemplos en la literatura con resultados detallados; se
hace alusion a que en un estudio realizado por Charles y otros (1992) que no fue
publicado, sobre el secado en un horno forzado en abanico a temperaturas de 30,
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50 y 80 °C en comparacién con el secado al sol y a la sombra, los resultados
demostraron que en el secado al horno se disminuyé la artemisinina en
comparacién con el de la sombra, pero con tal variacidon que sugiere realizar
estudios adecuadamente garantizados.?

Puede haber situaciones en que el costo del secado y la reduccién de artemisinina
sean aceptables, la respuesta a esto dependera del costo particular de la estructura
en la regién de produccién. El costo de produccion de A. annua, tanto en lo
referente al cultivo como lo relacionado con el procesamiento poscosecha, cambian
grandemente con la regién y el método de produccion utilizado. De cualquier forma,
una necesidad obvia y vital para hacer rentable la produccion de drogas
antipalldicas para el productor y costeable para el usuario final, es la disponibilidad
de lineas de A. annua con alto contenido de artemisinina y(o) de acido artemisinico
que sea adaptable a la region donde se vaya a producir.

En relacion con los requerimientos basicos para la comercializacién de la materia
prima de hojas de A. annua segun la Farmacopea de la Republica Popular China de
2000, se exige como caracteristicas organolépticas color amarillento a verde
oscuro, hojas que crujen con olor caracteristico y sabor ligeramente amargo; como
caracteristicas fisico-quimicas el contenido de humedad no debe exceder de 12 %,
el de impurezas, ramas, materias organica igual o menor que 3 %, el contenido de
artemisinina mayor o igual que 0,5 % y la materia prima debe estar libre de tierra
y moho.®®

En cuanto a su envasado, plantea que se debe usar material degradable, limpio, no
dafiado, resistente a golpe y que se correspondan con los requisitos de calidad para
drogas vegetales. Respecto al almacenamiento, se refiere que en lo posible se envie
directamente al fabricante para la extraccion de la artemisinina, porque su
contenido puede decrecer con el almacenaje a temperaturas altas debido al grupo
peroxide que existe en la estructura quimica de la artemisinina, la cual se oxida con
el calor; por eso es que se recomienda que el tiempo de almacenaje maximo de las
hojas debe ser de 6 meses, pasado este periodo debe ser valorado de nuevo el
contenido de artemisinina, porque puede perder su valor terapéutico después de 1
ano de almacenamiento. Las condiciones deben ser aireadas, ambiente seco,
protegidos de la luz, con equipos para controlar la humedad y protegidas contra
insectos y roedores.®®

CONCLUSIONES

El analisis de los resultados mostrados en las diversas investigaciones realizadas
con diferentes lineas de A. annua de distintas localidades permite enfatizar que:

— En cuanto a las semillas utilizadas se requiere seleccionar aquellas que
proporcionen adecuadas caracteristicas agrondmicas (vigorosas, de hojas grandes,
resistencia a las enfermedades y momento de floracién deseable) y alta produccién
de artemisinina.

— Para el cultivo de esta planta se recomienda hacer semilleros y luego trasplantar
cuando las posturas alcancen alrededor de 15 cm, aproximadamente 2 meses
después de establecer el semillero.

— Entre los aspectos agricolas, la densidad de poblacién es fundamental para la
planta y es un aspecto vital en su cultivo, porque para algunos las altas densidades
entre 22 y 25 plantas/m? resultan las mas convenientes, en tanto que otros
obtienen resultados satisfactorios con densidades de alrededor de 10 plantas/mz.
— La fecha de siembra estd en dependencia a la linea de A. annua y su adaptacion
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al ambiente donde se va a cultivar, de esta manera se sefiala que en aquellas
adaptadas al ambiente tropical, su cultivo se realice entre diciembre y enero, y
correspondera a la etapa vegetativa, antes del inicio de la botonacién en junio, el
momento de cosecha del material vegetal que proporciona maximo rendimiento de
hojas con alta concentracién de artemisinina; en tanto que en clima templado
fresco se prefiere su cultivo en primavera (octubre-noviembre) y en clima
continental final de primavera-inicios del verano con los mejores resultados cuando
se cosecha en plena floracion.

— En relacién con el papel que desempenan los fertilizantes en el cultivo de A.
annua, por los estudios realizados en maceta y campo analizados en esta resefia,
se puede inferir que el nitrégeno constituye un elemento fundamental, porque
proporciona incrementos en los rendimientos de materia seca de hojas y de
artemisinina.

— Como en las hojas y las flores de A. annua es donde estan concentrados
fundamentalmente los principios activos, la técnica ideal de cosecha seria alguna
forma de separacion mecanica de estos componentes de la planta que permita
eliminar el gran volumen de tallo principal, porque del rendimiento total de masa
cosechada en estado vegetativo se ha determinado que corresponde solo a hojas
26,9 %, mientras que cuando se cosecha en floracion es de 29 % de hojasy 17 %
de flores.

— Para esta planta es fundamental su mejoramiento genético, por lo que se
requiere escoger un programa donde se pueda predecir y estimar la heredabilidad
del contenido del principio activo.
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