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ARTICLE 1 - RESEARCH

RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) (2n=2x=22) es una especie originaria de Paraguay donde
se la conoce como Ka’a-He-é (yerba dulce) por el intenso sabor dulce de sus hojas. Dicho sabor
se debe a una serie de glicdsidos diterpénicos o esteviolglicdsidos, principalmente esteviésido
y rebaudidsido A que son, respectivamente, 300 y 400 veces mas dulces que la sacarosa. Esta
especie se cultiva para la obtencion industrial de cristales de esteviolglicdsidos, utilizados como
endulzantes naturales dietéticos, y de hojas secas para adicionar a alimentos. Para establecer un
banco activo de germoplasma de S. rebaudiana con fines de mejoramiento genético, en 2013 y 2021
se introdujeron plantas de cuatro provincias argentinas en la EEA Famailld, INTA, Tucuman -dos
introducciones por provincia de Tucuman, Jujuy y Misiones, y una de Formosa-. De éstas, 75 fueron
sometidas a caracterizacién morfoldgica y 73 a caracterizacién molecular con 18 EST-SSR. En el
andlisis multivariado para 14 caracteres morfoldgicos se observd solapamiento de medidas entre
las plantas de Tucuman, Jujuy, y Misiones, diferenciandose las de Formosa por tamatfio de hoja y
altura de planta. En el andlisis molecular, las introducciones mostraron diversidad para nimero
de alelos, heterocigosis y porcentaje de loci polimdrficos, excepto la de Formosa, que presentd
perfiles moleculares uniformes. En el analisis de varianza molecular (AMOVA), 77% de la variacién
total correspondio a diferencias entre individuos dentro de introducciones, 15% a diferencias entre
provincias (origen geografico), y 8% a diferencias entre introducciones dentro de provincias. La
variabilidad morfoldgica yla diversidad molecular observadas permiten concluir que el germoplasma
evaluado de S. rebaudiana puede ser de valor para iniciar un plan de mejoramiento genético.

Palabras clave: diversidad genética, marcadores moleculares EST-SSRs, Stevia, variabilidad
morfolégica.

ABSTRACT

Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) (2n=2x=22) is a species native from Paraguay where it is
known as Ka’a-He-¢é (sweet herb) because of the intense sweet flavor of its leaves. Such flavor is
due to a series of diterpene glycosides or steviol glycosides, mainly stevioside and rebaudioside-A,
which are 300 and 400 times sweeter than sucrose. This species is cultivated for the industrial
obtainment of steviol glycoside crystals, utilized as dietary natural sweeteners, and dry leaves for
adding to food. To establish an active S. rebaudiana gene bank for breeding purposes, plants from
four Argentinian provinces were introduced in EEA Famailla, INTA, Tucuman, in 2013 and 2021
-two introductions per province from Tucuman, Jujuy, and Misiones, and one from Formosa-. Of
these, 75 were subjected to morphological characterization and 73 to molecular characterization
using 18 EST-SSR. In the multivariate analysis for morphological traits, measures overlapped in
the introductions from Tucuman, Jujuy, and Misiones, whereas the introduction from Formosa
differed from the rest in leaf size and plant height. In the molecular analysis, the introductions
exhibited diversity for number of alleles, heterozygosis, and percentage of polymorphicloci, except
for the introduction from Formosa, which presented uniform molecular profiles. In the analysis
of the molecular variance (AMOVA), 77% of the total variation corresponded to differences among
plants within introductions, 15% to differences among provinces (geographical origin), and 8%
to differences among introductions within provinces. The observed morphological variability and
molecular diversity allow to conclude that the analyzed S. rebaudiana germplasm could be of value
to initiate a breeding program.

Key words: EST-SSR molecular markers, genetic diversity, morphological variability, Stevia.
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INTRODUCCION

Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) es una especie
originaria de Paraguay donde se la conoce con el nombre
guarani Ka’a-He-¢é (yerba dulce), por el intenso sabor
dulce de sus hojas. Dicho sabor se debe a la presencia de
una serie de glicsidos diterpénicos o esteviolglicésidos,
principalmente el estevidésido y el rebaudidsido-A,
que son 300 vy 400 veces mas dulces que la sacarosa,
respectivamente. Le siguen en orden de importancia
el rebaudidsido C, el dulcésido A (ambos de bajo poder
edulcorante), asi como trazas de rebaudiésido D y E
(Kolb et al., 2001; Brandle y Telmer, 2007; Gasmalla et
al., 2014).

La importancia econdémica del cultivo de esta
especie reside en el aislamiento y obtencion industrial
de cristales de esteviolglicésidos para su utilizacion
como endulzantes naturales dietéticos, debido a que su
consumo no aporta calorias al organismo (Kryvenki et
al., 2008). Asimismo, se pueden utilizar las hojas secas
de la planta para endulzar alimentos en general (Conal,
2012). Se ha demostrado, ademas, que el extracto de S.
rebaudiana tiene efectos positivos en lanormalizacion de
los niveles de insulina y azicar en la sangre de pacientes
diabéticos (Geuns, 2003; Karakdse, 2012).

S. rebaudiana tiene flores hermafroditas y un sistema
homomorfico de auto-incompatibilidad esporofitica;
puede reproducirse en forma asexual, o en forma sexual
conunaltoporcentajedealogamia(Budegueretal.,2024).
Para la implantacion de lotes de produccién se utilizan
esquejes o plantulas obtenidas por micropropagacion
pero, en la Argentina, los pequefios agricultores utilizan
semillas producidas por polinizacién libre. Angelini et al.
(2018) han inventariado 90 cultivares que se utilizan en
diferentes paises, la mayoria de ellos se comercializan
en forma de semillas, y a menudo, son producidos
en sistemas de polinizacion libre. Los cultivares mas
utilizados a nivel internacional se denominan Criolla,
Eirete y Morita (Hastoy, 2018). En Argentina, los mas
difundidos son: Eirete, Criolla y Estevia CA 5144; los dos
primeros se desarrollaron en Paraguay y el tercero en la
EEA Cerro Azul, INTA, en la provincia de Misiones. Estos
cultivares son utilizados principalmente en Misiones,
Corrientes y Entre Rios, bajo condiciones agroecoldgicas
muy diferentes a las del noroeste argentino en general, y
de la provincia de Tucuman en particular.

La diversificacion productiva mediante el cultivo de
S. rebaudiana en Tucuman seria posible en regiones con
baja incidencia de heladas, presentando el pedemonte
un agroclima adecuado para el cultivo de esta especie
(Zuccardi y Fadda, 1985; Falasca y Ulberich, 2005).
Para explorar esa posibilidad y con fines tultimos de
mejoramiento genético, en la Estacion Experimental
Agropecuaria (EEA) Famailla, del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Tucuman, se establecié
un banco activo de germoplasma de S. rebaudiana con

plantas (una planta= un genotipo) introducidas de
cuatro provincias argentinas: Tucuman, Jujuy, Misiones
y Formosa. Con las plantas introducidas en 2013 se dio
inicio al banco activo; en 2021, se introdujeron nuevas
plantas (genotipos) para ampliar la variabilidad genética
del germoplasma que se conserva en forma clonal. Las
plantas introducidas no pertenecian a ninguna variedad
mejorada o cultivar comercial, y los agricultores
desconocian el origen de las mismas.

La amplia expansiéon mundial que tuvo el cultivo de
S. rebaudiana a partir de la década de 1980 dio lugar
a la realizacion de caracterizaciones morfoldgicas,
agrondmicas, y moleculares de colecciones de
germoplasma de Paraguay introducidas en otros
paises, entre ellos Argentina, Brasil, Francia, Turquia
e India (Oliveira et al., 2004; Bhandawat et al., 2014;
Guerrero et al.,, 2015; Kaur et al., 2015; Felipe et al.,
2018; Hastoy, 2018). Ademas, desde hace ya varios
anos, el uso de marcadores moleculares ha mejorado
significativamente el conocimiento y aprovechamiento
de la variabilidad genética de los cultivos -y de la
diversidad genética del germoplasma emparentado-
para el mejoramiento genético. En este sentido, y a
pesar de la falta de informacién genémica, se han hecho
algunos trabajos de genotipificacion en S. rebaudiana
basados principalmente en microsatélites de secuencia
expresada, Expressed Sequence Tags (EST-SSRs) (Cosson
etal., 2019).

El objetivo del presente trabajo fue realizar la
caracterizacion morfolégica y molecular de plantas
(genotipos) de S. rebaudiana provenientes de cuatro
origenes geograficos de la Argentina. Estas plantas
forman parte del banco activo de germoplasma de la EEA
Famailla, INTA.

MATERIALES Y METODOS

En el campo experimental de la Estaciéon Experimental
Agropecuaria (EEA) Famailla, INTA, Tucuman (27° 1’
19"’ S, 65° 22’ 26’ O; altitud: 370 msnm.) se cultivaron
plantas (una planta = un genotipo) de cuatro origenes
geograficos de la Argentina (provincias de Tucuman,
Jujuy, Misiones y Formosa) introducidas en el banco
activo de germoplasma de esa institucion en 2013 y 2021.
Las distancias de trasplante fueron de 1 m entre surcos
y de 0,5 m entre plantas. Debido a la homogeneidad del
lote, las plantas se establecieron en filas por provincia
de origen y afio de introduccion. En 2014 se realiz6 la
caracterizacion morfolégica de plantas introducidas en
2013, y en 2022 se realizo la caracterizacién molecular
de plantas introducidas en 2013 y 2021. En 2013 se
introdujeron al banco activo 25 plantas de Tucuman,
30 de Jujuy, 25 de Misiones y 17 de Formosa, y en el afio
2021 se introdujeron 17 plantas de Tucuman, 9 de Jujuy
y 4 de Misiones.
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Caracterizacion morfologica

Se llev) a cabo en 20 plantas de Tucuman, 20 de Jujuy,
20 de Misiones y 15 de Formosa. Estas plantas se
tomaron al azar entre aquellas que presentaban buen
crecimiento porque la adaptacion de las introducciones
a las condiciones experimentales fue variable. La
denominacion de cada planta utilizada en el presente
analisis puede consultarse en la tabla suplementaria.

Caracteres analizados

Se analizaron cinco caracteres morfologicos
cuantitativos y nueve cualitativos (Tabla 1) segln los
descriptores propuestos por el Registro Nacional de
Cultivares (INASE, 2025). La observacion y registro de
datos de cada planta se hizo en el momento fenoldgico
de inicio de floracion, con alrededor del 10% de las flores
abiertas.

Budeguer C.J. et al. BAG XXXVI (2): July-December 2025.

Andlisis estadistico

Se adoptd un enfoque de analisis multivariado de los
datos. Para ello, se realiz6 un Analisis de Componentes
Principales (ACP) para los caracteres cuantitativos y
de Coordenadas Principales (ACoP) para los caracteres
cualitativos, utilizando la distancia Simple Matching
(Franco e Hidalgo, 2003; Cuadras, 2007). A su vez, se
hizo un Analisis de Procrustes Generalizado tomando
ambos tipos de caracteres (Bramardi, 2002). Los
programas estadisticos utilizados fueron R version 3.6.2
(R Core Team, 2019) e InfoStat version 2020 (Di Rienzo
etal, 2020).

Caracterizacion molecular

Las plantas que se caracterizaron molecularmente se
detallan en la Tabla 2. Las introducciones se agruparon
y codificaron segin provincia de origen y afio de

Tabla 1. Caracteres morfoldgicos cuantitativos y cualitativos evaluados en 75 plantas de S. rebaudiana del banco activo de

germoplasma de la EEA Famaillg, INTA.

Caracteres Descripcion Unidad Siglas
Cuantitativos
1 Altura de planta (desde el cuello hasta el extremo vegetativo) cm ALT
2 Numero de tallos primarios (medido a los 15 cm de altura del cuello) cm NTP
3 Diametro de tallos primarios (medido a 15 cm de altura del cuello) cm DT
4 Numero de dientes en el borde de la lamina NDL
5 Relacion largo/ancho de lamina foliar RLA
Cualitativos
1 Aspecto general de la planta: (1) erecta; (2) semidecumbente; (3) decumbente
2 Pilosidad del tallo: (1) glabros a ligeramente pubescentes; (2) ligeramente pubescentes a
pubescentes; (3) pubescentes; (4) muy pubescentes
3 Forma de la lamina: (1) acicular; (2) lanceolada; (3) romboide; (4) ovada; (5) lineal; (6) subulada;
(7) cordada; (8) cuneada; (9) obtusa; (10) eliptica
4 Pubescencia de la lamina: (1) glabros a ligeramente pubescentes; (2) pubescentes; (3) muy

pubescentes

o 0 9 &N W

Peciolo de la lamina: (1) peciolada; (2) sésiles; (3) sésiles y pecioladas

Margen de la lamina: (1) Crenado; (2) Dentado; (3) Aserrado

Posicion de las hojas en el tallo principal: (1) opuestas; (2) alternas; (3) verticiladas
Color de la inflorescencia: (1) blanco; (2) blanco y parpura; (3) purpura

Aquillado de lamina: (1) profundamente aquillada; (2) aquillada; (3) no aquillada

ARTICLE 1 - RESEARCH
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Tabla 2. Ao de coleccion, nimero de individuos (N) y denominacién de las 73 plantas de siete introducciones de S. rebaudiana
del banco activo de germoplasma de la EEA Famaillg, INTA, analizadas mediante marcadores moleculares EST-SSRs.

Introduccién Ano N Denominaciéon

Formosal3 (Fol3) 2013 15 F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13, F14, F15

Jujuy13 (Jul3) 2013 9 J1,1J2,]3,J4,J5,J6,7)7,J8,J9

Jujuy21 (Ju2l) 2021 9 J21-1,J21-2,J21-3,J21-4, J21-5, J21-6, J21-7, J21-8, J21-9

Misiones13 (Mil3) 2013 9 M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9

Misiones21 (Mi21) 2021 4 M21-1, M21-2, M21-3, M21-4

Tucumén13 (Tul3) 2013 10 TI1,T2, T3, T4, TS, T6, T7, TS, T9, T10

Tucuman21 (Tu2l) 2021 17 T21-1,T21-2,T21-3, T21-4, T21-5, T21-6, T21-7, T21-8, T21-9, T21-10, T21-11,

T21-12,T21-13, T21-14, T21-15, T21-16, T21-17

recoleccion como sigue: Fo13 (Formosa, 2013), Jui3
(Jujuy, 2013), Ju21 (Jujuy, 2021), Mi13 (Misiones, 2013),
Mi21 (Misiones, 2021), Tui3 (Tucuman, 2013), Tu21
(Tucuman, 2021). En el analisis de agrupamiento se
incluy6 a Stevia breviaristata Hook. & Arn., como testigo
de contraste de los datos.

Extraccion de ADN y amplificacion con cebadores

Para la extracciéon de ADN se utilizd el protocolo de
Cosson et al. (2019) a partir de hojas jovenes previamente
desecadas por 48 h a 50 °C y molidas finamente. A
30 mg de polvo de hojas se le agreg6 1 ml de tampon
de extraccion precalentado a 65 °C (0,0 M Tris-HCL
pH 8; 0,7 M NaCl; 0,04 M EDTA; 1% HATMAB més 1%
B-mercaptoetanol y 50 ng/ml de proteinasa K) y se
incub6 1h enbafio Mariaa 65 °C, agitando enérgicamente
cada 15 min. Seguidamente, se agregaron 500 pl de
cloroformo:isoamilico (24:1) agitando 20 min a 125 rpm
en agitador orbital. La centrifugacion se realiz6 a 12000
rpm durante 10 min a 4 °C. Se tomo el sobrenadante y
se traspaso a tubos de 1,5 ml; luego se agregaron 10 pl
de RNAsa v se realiz6 una incubacién durante 30 min a
37 °C. Se agregaron 600 ul de isopropanol frio y se agit6
suavemente la solucién por inversién. La centrifugacién
se realizé por 10 min a 12000 rpm y 4° C. Se elimind
el sobrenadante y se agreg6 1 ml de etanol 70% frio.
Nuevamente se realizé la centrifugacion por 10 min a
12000 rpmy 4° C, se elimind el etanol y se dejo secar bien
el pellet formado. Se agregaron 100 pl de agua mQ estéril
para disolver el pellet. Se cuantificé el ADN extraido
en un equipo Epoch Microplate Spectrophotometer®
(BioTek) a 260 nm. Todas las muestras de ADN extraidas
se ajustaron a una concentracion de 200 ng/ul.

Se utilizaron 18 marcadores moleculares EST-SSRs
desarrollados por Cosson et al. (2019) (Tabla 3). Las
amplificaciones con los cebadores mediante reaccion

en cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), se realizaron en un volumen de reaccion
de 15 pl conteniendo 10 ng de ADN; 1x PCR buffer (10
mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM KCl); 2,5 mM de MgCl ;
0,2 UM de cada primer, 200 uyM de cada dNTP’s y 0,5
U de ADN polimerasa SurePRIME® (MP Biomedicals).
Las amplificaciones se llevaron a cabo en equipo
Mastercycler Pro® (Eppendorf) siguiendo el siguiente
protocolo de PCR: desnaturalizacién inicial de 15 min
a 95 °Cy 35ciclosde 30 sa94°C, 45sa55°,60sa
72 °C, seguido de una extension final de 10 min a 72 °C.
El resultado de las amplificaciones se verific6 en gel
de agarosa al 2%, agregando 10 pl de un marcador de
peso molecular de 1 kb, y la corrida electroforética se
realiz6 por 60 min a 150V. Los productos amplificados
por PCR fueron separados en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 4,5% (acrilamida:bis-acrilamida 19:1)
y 7 M de urea en 1x TBE buffer, y se corrieron a 80 W
durante 2,5 h aproximadamente.

Andlisis de los datos moleculares

Pardmetros de diversidad genética. Se determinaron los
siguientes parametros de diversidad genética con los
programas GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2006) e
Info-Gen (version 2016) (Balzarini y Di Rienzo, 2016):
numero de alelos diferentes por locus (Na), niimero
efectivo dealelos por locus (Ne), heterocigosis observada
(Ho), heterocigosis esperada (He) y porcentaje de loci
polimorficos (P).

Comparacion de diversidad genética entre procedencias
geogrdficas. Se realiz6 una comparacion de las medidas
de variabilidad genética entre introducciones en base
a la heterocigosis observada (Ho) y esperada (He),
mediante el programa Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo,
2016), utilizando la prueba no paramétrica de Friedman.

Andlisis de varianza molecular. Para calcular el

Budeguer C.J. et al. BAG XXXVI (2): July-December 2025.
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Tabla 3. Marcadores EST-SSRs( utilizados en el genotipificado de 73 plantas de S. rebaudiana del banco activo de germoplasma

de la EEA Famailld, INTA. ' modificado de Cosson et al. (2019)

Nombre Cebador hacia adelante (5'-3) Cebador reverso (5'-3') Motivo repetido
stvia004 CTAACCCTCAATTCCTACATCC CACGTCACTTGCATTTTCC (AO)19
stvia018 TTACTAGAGGTAGCATAATTTTCG GCACATCTACCATATCTAATGC (ATC)15
stvia021 AGCTCCAGATAAACAACAGC ATCTGATCTGTGCATTTTCC (ATAG)S8
stvia024 AAACCACCCAAGAAATCC TGTCGGAGTATCAACAGTACC (AAT)14
stvia025 TAGTTTGGCCCATTTGACC AGAGCAGACACCAGATGAGG (TG)15
stvia036 TGTCTCTGACAAAATTTATACGG TTGTCTGTCACCCTGTGG (AG)13
stvia044 TGATAGTATAAGGCTTCCGTACC ACACACCGACGAGACTCC (AG)13
stvia048 ATGCCTATCCTTGTGTTGC TTCAGGTCATTGTGACTGG (GA)13
stvia051 AGAAGCTGGAAGAATTGAGC AATCTCAACCAAACAGAGACG (TGA)12
stvia057 ACATTTAGTGAGTGAGTGATTACC TCTTGGTTTACTGGTGAGG (TCA)11
stvia071 TACTAGGATTCTTGATTTGGTGTT TCAACCACCCGAAACTTTA (CA)13
stvia072 TATCTTCTTCAGGAGTCCAAGC AGATTATTGGCTTCCATTGC (AO)12
stvia079 GAACTCAAAGAGGCGATTTC TCAAATAACTGTCAAAGATGGTG (ATT)11
stvia084 TTTGTTCTCCACATGAAACG ATTGCATCTCTCTCAACTTCAAC (TAT)11
stvia093 GAGCTTCCACCATTCTCAGTA TACAACGAGCATCCCATTC (ATC)33
stvia096 AATCTTCAAGTGTCATTTCACC AAGACGGTTGATGAAGTATGG (ATC)19
stvia099 TAAAGATTGCATCAACCGATC CAAGTTATCCGTCAGTATTCGAT (AAT)14
stvial07 TCTGTGGCAAATAACTCTGC AAGAATCCATTGGCTGATAAC (AT)13

nivel de diferenciaciéon genética entre las diferentes
introducciones se realizd6 un Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA por sus siglas en inglés) (Excoffier et
al., 1992) con el programa GenAlEx (Peakall y Smouse,
2006). Para el modelo del AMOVA se tuvieron en cuenta
los efectos de provincias, introducciones dentro de
provincias e individuos dentro de introducciones/
provincias.

Andlisis de coordenadas principales (ACoP). Se realizé el
ACoP tomando los 18 marcadores EST-SSRs para los 73
individuos analizados mediante el programa GenAlEx,
el cual convierte la matriz de distancia genética en una
matriz de covarianza con datos estandarizados.

Andlisis de conglomerados. Para la formacion de
grupos, de tal forma que los elementos de un grupo sean
mas parecidos entre si que con los elementos de otro
grupo, se analizaron las relaciones entre las 73 plantas
mediante el método de arbol no ponderado Neighbor-

ARTICLE 1 - RESEARCH

Joining. Este arbol se construy6 utilizando el coeficiente
de disimilitud de Jaccard, mediante el programa DARwin
v6.0 (Pierrier y Jacquemoud-Collet, 2006)

RESULTADOS

Caracterizacion morfologica

Andlisis de componentes principales (ACP)

En la Figura 1 se observa el biplot de los CP1y CP2, que
juntos explican el 64% de la variabilidad total. Las
variables altura de planta (ALT), didmetro de tallo (DT)
y nimero de dientes por lamina (NDL) estan altamente
correlacionadas. La relacién largo/ancho de lamina
(RLA) y el nimero de tallos primarios (NTP), por otro
lado, se correlacionaron negativamente. Las plantas
M14, M15, F13 y F12 tuvieron los mayores valores para
las variables ALT, DT y NDL en contraste con T1, T2, M9,
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Figura 1. Biplot del Andlisis de Componentes Principales (ACP) de 75 plantas de S. rebaudiana del banco activo de germoplasma
de la EEa Famaillg, INTA; en base a cinco caracteres morfoldgicos cuantitativos: altura de planta (ALT), numero de tallos primarios
(NTP), diémetro de tallos primarios (DT), nimero de dientes en el borde de la ldmina (NDL), relacion largo/ancho de lamina foliar

(RLA). Las plantas se identifican por provincia de origen: Tucuman (T), Jujuy (J), Misiones (M) y Formosa (F).

J9 v J7, que tuvieron los menores valores. En la CP2 M1/
y M15 se diferencian de F12, F13 por mayores valores de
ALT y RLA. En la CP2 se destaca J3 por poseer la mayor
RLA respecto al resto de las plantas.

Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP)

En el biplot de las distancias entre plantas basadas en
el coeficiente de similitud Simple Matching y el arbol de
recorrido minimo, de acuerdo a los nueve caracteres
analizados se pueden observar seis grupos con plantas de
diferentes origenes geograficos, y no un agrupamiento
por provincia (Figura 2, Tabla 1). La CP1 explica el 40,7
% y la CP2 el 19,4 de la variabilidad detectada. El grupo 1
esta conformado por pocos genotipos, M5, M17, T12y J20.
El grupo 2 es el conglomerado mas denso y numeroso, y
agrupa principalmente genotipos de Tucumany Misiones,
asaber: T1, T20, M4, T13, J11, T4, T3, T15,J16, T5, T17, T19,
J17, T6, T18, M3, M20, J19, J18, M16, M2, M18, M14, M12
y Ma1. El Grupo 3, situado en la regién central del grafico,
incluye una mezcla de genotipos, a saber: F9, F5, F10, T2,
T8, T9, T11, T14, T16, T7, M10, Mi5, J10, J6, v J7. Hacia
la parte inferior de la CP2 se identifica el grupo 4 con los
genotipos J14, J9, J12 y M19. El grupo 5 corresponde a la
rama inferior derecha, y agrupa los genotipos F4, J1, M6,
M8, J2, J13, J15 y M9. El grupo 6 corresponde a la rama
superior derecha del arbol, y contiene los genotipos F1,
F8, F11, F12, F13, F14 y T10.

Andlisis conjunto de caracteres cuantitativos y cualitativos

La Figura 3 representa la proyeccion de los individuos
en base al Analisis de Procrustes Generalizado, en el
que se incluyeron los cinco caracteres morfologicos
cuantitativos y los nueve cualitativos. Se observa que las
plantas de Formosa se agrupan separadamente del resto,
aexcepcion de F4 y F9; a su vez, las plantas de Tucuman,
Jujuy y Misiones estan entremezcladas, excepto por T10
que se agrupa con las plantas de Formosa. Asi mismo,
hay algunas plantas (T17 y M5) se ubican a mayor
distancia del grupo principal.

Caracterizacion molecular

Diversidad genética

Se obtuvieron los parametros de diversidad genética
para las siete introducciones analizadas mediante 18
loci EST-SSRs. En la Tabla 4 se puede observar que
Na varié entre 1,94 vy 7,83, con una media de 5,61,
correspondiendo el menor valor (1,94) a Fo13. En el
analisis de las frecuencias alélicas por introduccion y
locus, se observé que las plantas de la introduccion Fo13
fueron monomorficas para todos los loci, presentando
dos alelos en frecuencia 0,5 en cada uno de ellos; la
excepcion fue el marcador stviao79, que no amplificé en
las plantas F2 y F3. Las demas introducciones mostraron
polimorfismo para los 18 loci analizados.
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Figura 2. Biplot de Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP), a partir de una matriz de similitud Simple Matching, de 75 plantas
de S. rebaudiana del banco activo de germoplasma de la EEA Famaillg, INTA, en base a nueve caracteres cualitativos. Las plantas
se identifican por provincia de origen: Tucuman (T), Jujuy (J), Misiones (M) y Formosa (F).
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Figura 3. Grafico consenso del Andlisis de Procrustes Generalizado (APG) para cinco caracteres cuantitativos y nueve cualitativos
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Tabla 4. Par@metros de diversidad genética basados en 18 marcadores EST-SSR en siete
introducciones de Stevia rebaudiana del banco activo de germoplasma de la EEA Famailld, INTA.

Introducciéon N Na Ne Ho He P
Fol3 15 1,944 1,944 0,944 0,472 94,44
Jul3 9 7,000 4,671 0,741 0,750 100,00
Ju21 9 5,222 3,326 0,670 0,660 100,00
Mil3 9 5,889 3,967 0,716 0,722 100,00
Mi21l 4 4,000 3,114 0,759 0,652 100,00
Tul3 10 7,444 5,019 0,797 0,772 100,00
Tu21 17 7,833 4,700 0,744 0,762 100,00

El Ne por locus vari6 entre 1,94 para la introducciéon
Fo13 y 5,01 para Tuil3. La media para todas las
introducciones fue 3,82. En relacion con las medidas de
heterocigosis, para las siete introducciones se obtuvo
una Ho entre 0,67 y 0,94 (media de 0,76); la He varid
entre 0,47y 0,77 (media de 0,68).

Respecto al porcentaje de loci polimérfico (P), el
mayor valor (100%) fue encontrado en Jui13, Ju21, Mi13,
Mi21, Tu13y Tu21, mientras que el menor valor (94,44 %)
correspondio6 a Fo13.

Comparacion entre introducciones

En la prueba de comparaciones miultiples (Tabla 5) se
observa que la introduccion Tu13 tiene una heterocigosis
esperada (He) mediade 0,77, estadisticamente mayor ala
del resto, seguida por Tu21(0,76) y Ju13 (0,75); la menor
He corresponde a la introduccién F13 (0,47). Por otro
lado, 1a heterocigosis observada (Ho) de la introduccion
Fo13 (0,94) fue estadisticamente mayor que la del resto,
mientras que la de Ju21 (0,67) fue la menor. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre Tu21
y Ju13. Para ambos parametros, Fo13 se diferencié del
resto de las introducciones.

Niveles de similitud genética entre introducciones

Las relaciones de distancia genética entre las
introducciones (Tabla 6) fueron establecidas mediante
el indice de identidad genética de Nei (1972). Las
distancias fueron ampliamente variables, observandose
el valor mas bajo entre Tu13 y Tu21 (0,18), y el valor mas
alto entre Fo13 y Ju21 (1,14). Asimismo, se observan altos
valores de distancia entre las introducciones de Fo13 y
Mi21 (0,83), y entre Fo13 y Tu21 (0,69). Se observaron

menores distancias entre Tu21 y Ju13 (0,21), asi como
entre Tu13 y Jui3 (0,26).

Anadlisis de la varianza molecular (AMOVA)

En el AMOVA (Tabla 7), la mayor fuente de variacion
respecto a la variacion total observada fue “individuos

Tabla 5. Comparaciones multiples (prueba de Friedman)
para heterocigosis esperada (He) y heterocigosis observada
(Ho) de siete introducciones de S. rebaudiana del banco
activo de germoplasma de la EEA Famaillg, INTA, obtenidos
con 18 marcadores moleculares EST-SSRs.

Introduccion Parametro
He Ho
Tul3 0,7722  0,797b
Tu21 0,762ab  0,744be
Jul3 0,750ab  0,741be
Ju2l 0,660c  0,670¢
Mi1l3 0,722b  0,716bc
Mi21 0,652¢  0,759be
Fol3 0,4724 0,944

Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

Budeguer C.J. et al. BAG XXXVI (2): July-December 2025.



Budeguer C.J. et al. BAG XXXVI (2): July-December 2025.

Tabla 6. Matriz de distancia genética de Nei entre siete introducciones S. rebaudiana del banco activo de
germoplasma de la EEA Famaillg, INTA, basadas en 18 marcadores EST-SSRs.

Fol3 Jui3 Ju2l Mil3 Mi21 Tul3 Tu2l

0,000 Fol3
0,463 0,000 Jul3

1,137 0,448 0,000 Ju2l

0,671 0,281 0,509 0,000 Mil3
0,827 0,500 0,521 0,315 0,000 Mi2l
0,475 0,255 0,345 0,318 0,371 0,000 Tul3
0,693 0,211 0,282 0,298 0,341 0,183 0,000 Tu21

Tabla 7. Andlisis molecular de la varianza (AMOVA), en base a 18 marcadores EST-SSRs, en 73 plantas de
siete introducciones de S. rebaudiana del banco activo de germoplasma de la EEA Famailld, INTA.

Fuente de variacién GL sC SCM Est. Var. %
Entre provincias 3 206,171 68,724 2,402 15%
Entre introducciones 3 69,940 23,313 1,254 8%
Dentro de introducciones 66 790,341 11,975 11,975 77%
Total 72 1066,452 15,631 100%
Fst 0,234 P-valor: 0,001

dentro de las introducciones” (77%); el componente
“entre provincias” aportd 15%, y el menor aporte
correspondié a “entre introducciones dentro de
provincias” (8%).

Andlisis de Coordenadas Principales de plantas individuales

En el Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) se
estudiaron las relaciones de proximidad entre los 73
individuos de las siete introducciones (Figura 4). La
Coordenada 1 explicé el 17,35 % de la variacién total y
la Coordenada 2 el 6,19 %. En la Figura 4 se observa una
separacion de Fo13 respecto de las otras introducciones,
con las plantas muy proximas entre si. Las plantas de
las introducciones Tu13, Tu21, Jui3, Ju21, Mi13 y Mi21 se
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encuentran entremezcladas, y algunas de ellas (M1, M2,
M3y T8) se separan de los grupos principales.

Andlisis de conglomerados

El dendograma resultante del método de agrupamiento
Neighbor-Jjoining con distancia genéticaJaccard, se presenta
en la Figura 5. No se observa un claro agrupamiento de las
plantas por provincia de origen, a excepcién de aquellas
de Formosa, que se agruparon separadamente del resto.
La planta T8 se encuentra separada diferencialmente del
grupo principal; asi mismo, las plantas M5, M6, M21-1,
J4, ]9, v T10 aparecen separadas de ese gran grupo. Las
introducciones aparecen entremezcladas, como en la
caracterizaciéon morfologica previamente presentada.
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Figura 5. Dendograma Neighbor-Joining basado en distancia genética Jaccard, mostrando las relaciones entre las 73 plantas
de S. rebaudiana del banco activo de germoplasma de la EEA Famaillg, INTA y una planta de Stevia breviaristata. La longitud
de los brazos es proporcional a la distancia entre los nodos. Provincia de origen por color: Tucumaén (rojo), Jujuy (azul), Misiones

(naranja), Formosa (verde).
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DISCUSION
Caracterizacion morfologica

En varios paises, por €j., Brasil, Francia, Egipto, Turquia,
Argentina, se harealizado la caracterizacién morfoldgica
de germoplasma de Stevia rebaudiana (Oliveira et al.,
2004; Guerrero et al., 2015; Abdelsalam et al, 2016; Felipe
et al., 2018; Hastoy et al., 2019 Kumari et al., 2018). En
Argentina se realiz6 la caracterizacién de germoplasma
introducido en la provincia de Misiones (Guerrero et al.,
2015); sin embargo, las introducciones disponibles en el
banco activo de germoplasma de la EEA Famailla, INTA,
en la provincia Tucuman no han sido caracterizadas. Por
ello, este trabajo representa un estudio preliminar de la
variabilidad morfoldgicay de la diversidad genética para
marcadores EST-SSRs conservada en dicho banco activo.

Los resultados de la caracterizacién morfoldgica
obtenidos en el presente trabajo a través del analisis
multivariado de 75 plantas mostraron una débil
separaciéon entre las plantas de Tucuman, Jujuy, v
Misiones. Las plantas de Formosa, por otro lado,
fueron morfolégicamente variables a simple vista,
y se diferenciaron de las plantas de las otras tres
provincias, principalmente por las variables altura de
planta y relacién largo/ancho de lamina. El Andlisis
de Procrustes Generalizado (APG) confirmé que las
plantas de Formosa son morfolégicamente diferentes
a las de Tucuman, Jujuy y Misiones, las cuales poseen
mas caracteres en comun. Esta falta de separacion
entre las introducciones de Tucuman, Jujuy y Misiones
podria deberse a una falta de seleccion por parte de los
agricultores que introdujeron plantas desde Paraguay o
a que las plantas provienen de semillas y, por lo tanto,
poseen genotipos muy variables. Asimismo, las plantas
de Formosa que se agrupan en forma conjunta, podrian
ser genotipos idénticos o muy emparentados, lo cual se
corrobord en el andlisis molecular del presente trabajo.

La aplicaciéon de la técnica de APG present6 ventajas
desde el punto de vista de la interpretaciéon, dado que
dicha técnica ofrece una representacion grafica de los
individuos tomando en forma conjunta los caracteres
morfoldgicos cuantitativos y cualitativos. Zuliani et al.
(2012) compararon las técnicas de Analisis Factorial
Miltiple y APG para caracterizar 31 poblaciones de
maiz con 10 variables cuantitativas en dos ambientes,
y concluyeron que cualquiera de ellas provee una alta
concordancia entre las configuraciones consenso.

Los caracteres foliares tienen importancia en la
seleccion de genotipos de S. rebaudiana debido a
que en las hojas se acumula el mayor porcentaje de
esteviolglicdsidos y es el drgano de interés comercial.
En el presente trabajo se tomaron los datos de longitud y
ancho de lamina porque ambas variables estan incluidas
como descriptores de la especie, sin embargo, para el
analisis multivariado se tom¢ el indice entre el largo y
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el ancho de lamina, ya que esta relacion no varia ante
posibles interacciones del genotipo con el ambiente
(Tsukaya, 2002). En S. rebaudiana se realizaron estudios
de caracteres foliares pero mas orientados a evaluaciones
de rendimiento, como ser: rendimiento de hoja fresca
y seca (Felipe et al., 2018), area foliar (Srivastava y
Srivastava, 2014), y numero de hojas expandidas
(Guerrero et al, 2015), caracteres que podrian ser
tenidos en cuenta en futuros andlisis de progenies
de cruzamientos controlados para el mejoramiento
genético.

Caracterizacion molecular

Los resultados del analisis de los datos obtenidos
con 18 marcadores EST-SSRs para los parametros de
diversidad genética (Na, Ne, Ho, He y P), asi como el
ACoP, reflejaron una alta diversidad genética en los
individuos de las introducciones analizadas en este
trabajo. Los individuos de Formosa coleccionados en
2013 (Fo13) mostraron el mismo patrén de bandas para
todos los loci, y presentaron una frecuencia de 0,5 para
dos loci, agrupandose separadamente del resto de las
introducciones en el ACoP. Esto podria ser debido a que
los genotipos de Formosa derivan de plantas clonadas
y/o de plantas con una base genética muy estrecha, o
bien a que los marcadores utilizados fueron insuficientes
para capturar la diversidad genética de dichos genotipos.
Para dilucidar la causa, se deberian utilizar otros tipos
de marcadores y realizar nuevas colecciones en otros
sitios. Cabe sefialar que las colecciones de 2013 y 2021 se
realizaron en campos de productores que introdujeron
plantas de S. rebaudiana desde Paraguay en diferentes
aflos y las reprodujeron a partir de semillas y/o
esquejes, sin embargo, se desconoce la forma en que los
productores recolectaron las plantas en sus lugares de
origen.

Para los parametros de diversidad genética obtenidos,
las introducciones Tu13, Tu21 y Jui3 presentaron los
valores mas altos de nimeros de alelos (Na y Ne) y
de heterocigosis observada (Ho), mientras que Fo13
presentd los menores valores para los 18 marcadores
EST-SSRs utilizados en este estudio. Estos resultados
serian de utilidad en la planificacion de nuevos viajes de
recoleccion con el fin de: (a) incrementar la diversidad
genética de germoplasma que se conserva en el banco
activo de la EEA Famailla, INTA, y (b) planificar
cruzamientos con fines de mejoramiento genético.

Bhandawat et al. (2014), en la India, analizaron 40
genotipos de S. rebaudiana de diferentes origenes con 52
EST-SSRs, y obtuvieron un heterocigosis esperada (He)
de 0,63 y una Ho de 0,80. Dicha relacién entre Ho y He
es coincidente con nuestros resultados, lo que podria
deberse al modo preponderante de reproduccion en los
materiales analizados en ambos estudios (sexual por
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alogamia, promovida por la incompatibilidad polen-
pistilo).

Asimismo, Cossonetal. (2019) analizaronladiversidad
genética de 145 genotipos de S. rebaudiana de diferentes
origenes con 18 EST-SSRs y determinaron medias de Ho
de 0,68 y de He de 0,76. En el presente estudio, con los
mismos marcadores utilizados por Cosson et al (2019),
las medias fueron de 0,76 parala Hoy de 0,68 parala He.

A partir del analisis de varianza molecular (AMOVA) se
detectd que, de la varianza genética total, la atribuida a
las plantas dentro de las introducciones es mayor (77%)
que entre las introducciones (8%) y entre provincias
(15%). Similares resultados respecto a la distribucion de
lavarianza total en S. rebaudiana, y en base a los mismos
marcadores EST-SSRs usados en este trabajo, fueron
obtenidos por Cosson et al. (2019) cuando analizaron 145
individuos de diferentes paises, los que se agruparon en
tres poblaciones con una variacion de 98,46% dentro de
las mismas y de 1,54% entre ellas.

Como se expresO previamente, se desconoce el
origen de las plantas cuyos esquejes fueron utilizados
por los productores para implantar los cultivos que se
muestrearon para iniciar el banco de germoplasma de
la EEA Famailla, INTA. Esas plantas podrian haberse
originado por reproduccién sexual o asexual en
poblaciones naturales, y haber sido luego multiplicadas
sin seleccién previa o luego de algun tipo de seleccion.
Camadro y Rimieri (2021) expresaron que altos niveles
de variabilidad observados dentro de poblaciones
naturales se relacionan con sistemas reproductivos que
promueven la alogamia total o parcial, que es la forma
preponderante de reproduccion natural de S. rebaudiana,
promovida por un sistema de autoincompatibilidad
esporofitica. Dealli que elmayor porcentaje delavarianza
total se haya observado dentro de las introducciones.
Este resultado es de fundamental importancia para
desarrollar estrategias de muestreo, ya que se deberia
aumentar el nimero de plantas recolectadas en cada
sitio para tratar de capturar una mayor proporciéon de
la diversidad genética presente en la poblacién o en el
cultivo.

En el andlisis de coordenadas principales (ACoP),
las dos primeras coordenadas explicaron el 36,0%
de la variacion total. En el grafico biplot del ACoP, se
observa una separacion de la introducciéon de Formosa
respecto a las otras introducciones. Los individuos de
las introducciones de Tucuman, Jujuy y Misiones se
encuentran entremezclados. Como seflalan Camadro
y Rimieri (2021), en poblaciones naturales, los tipos
y modos de reproduccién no son necesariamente
estrictos en un grupo dado de plantas en un determinado
ambiente, y por ello, se debe prever el muestreo de una
misma poblacién en mas de un afio y, preferentemente,
en condiciones ambientales contrastantes. A este
respecto, se deberian usar muestras de una misma
poblacion recolectadas en diferentes momentos para

conformar la introduccion, tratando de maximizar la
diversidad genética capturada en un sitio determinado,
como han sefialado Leofanti et al. (2021) para las papas
silvestres (Solanum sp.). Seria recomendable tomar
esta propuesta en consideracién al introducir nuevos
genotipos de S. rebaudiana en el banco activo de la EEA
Famailla, INTA.

En el andlisis de conglomerados, las plantas de
Formosa formaron un grupo separado del resto de los
individuos, en concordancia conlos resultados obtenidos
en el ACoP. Las plantas de los otros origenes geograficos
se entremezclaron, sin que las introducciones que se
recolectaron en una misma provincia se agruparan.
Similares resultados informaron Cosson et al. (2019)
en su analisis de introducciones de varios paises,
las que no se agruparon por origen, sino que, por el
contrario, mostraron una amplia dispersion (Por €j., los
genotipos provenientes de Argentina se agruparon con
los provenientes de Cuba). En dicho trabajo no se indicd
cual fue la forma original de recoleccién de los genotipos
analizados. En nuestro estudio se pudo observar que S.
breviaristata, usada como fuera de grupo, se ubic6 dentro
del grupo de plantas de Tucuman.

Los 18 marcadores EST-SSRs utilizados en el presente
trabajo resultaron altamente polimorficos y robustos
para evaluar la diversidad genética de los 73 individuos
de S. rebaudiana del banco activo de la EEA Famailla,
INTA. La utilidad de los marcadores EST-SSRs en S.
rebaudiana fue demostrada previamente por varios
autores (Brandle et al., 2002; Bhandawat et al., 2014;
Kaur et al., 2015; Cosson et al., 2019). En estos trabajos,
se inform6 un nimero de alelos por locus de 2 y 15, con
un promedio de 4,7 alelos; esos valores son similares a
los detectados en el presente trabajo, de 2 y 11 alelos por
locus, con un promedio de 5,6 alelos.

CONCLUSIONES

El presente estudio proporciona conocimientos
particulares y especificos sobre germoplasma de Stevia
rebaudiana conservado en la provincia de Tucuman.
Los descriptores morfoldgicos mostraron que hay una
limitada diferenciacién entre las plantas de Tucuman,
Jujuy v Misiones; sin embargo, fue posible diferenciar
las plantas de Formosa de las anteriores, principalmente
en base a los caracteres diametro de tallo y nimero de
dientes porlaminafoliar. La caracterizacién molecular de
las plantas analizadas revelé una alta diversidad genética
dentro de las introducciones. Las plantas de Formosa no
pudieron diferenciarse en base a los marcadores EST-
SSRs utilizados. Por ello, seria recomendable probar
nuevos marcadores moleculares del tipo SSRs, como asi
también realizar nuevas colecciones para aumentar la
diversidad genética de las introducciones de Formosa
en el banco activo de la EEA Famailla, INTA. En base a
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los resultados obtenidos y con fines de mejoramiento
genético, se podria avanzar en la realizaciéon de
cruzamientos controlados entre aquellos genotipos que
han presentado diferencias genotipicas y morfoldgicas.
En este sentido habria que considerar especialmente los
genotipos de Formosa, que conforman un grupo muy
diferente del resto y poseen caracteristicas deseables en
arquitectura de planta (tallos erectos) y en rendimiento
en produccion de hojas (hojas grandes).
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Tabla suplementaria. Identificacion de plantas del banco activo de germoplasma de la EEA Famailld, INTA, utilizadas en la

caracterizacion morfolégica y molecular.

Provincia Aiio de coleccién Denominacién Provincia Afo de coleccion Denominacién
Banco activo  Cmor' Cmol? Banco activo  Cmor' Cmol2

Tucuman 2013 T1.1 T1 T1 Jujuy 2013 Ja.7 J15

Tucuman 2013 T1.10 T2 T2 Jujuy 2013 J4.8 J16

Tucumén 2013 T1.13 T3 Jujuy 2013 J5.3 J17

Tucuman 2013 T1.16 T4 Jujuy 2013 J5.5 J18

Tucuman 2013 T1.2 T5 T9 Jujuy 2013 J5.6 J19

Tucuman 2013 T1.3 T6 T3 Jujuy 2013 J5.7 J20 J7

Tucuman 2013 T1.4 T7 T4 Jujuy 2013 J6.1 J2

Tucuman 2013 T1.5 T8 Jujuy 2013 J6.5 J8

Tucuman 2013 T1.6 T9 T5 Jujuy 2013 J6.16 J3

Tucuman 2013 T1.7 T10 T6 Jujuy 2013 J6.20

Tucuman 2013 T1.8 Jujuy 2013 J7.5

Tucuman 2013 T2.10 Jujuy 2013 J8.12 J5

Tucuman 2013 T2.11 T11 Jujuy 2013 J8.5

Tucuman 2013 T2.12 T12 T10 Jujuy 2013 J8.7 J4

Tucuman 2013 T2.14 T13 T8 Jujuy 2013 J8.9

Tucuman 2013 T2.18 T14 T7 Misiones 2013 M10.2 M1

Tucuman 2013 T2.2 T15 Misiones 2013 M10.4 M2

Tucuman 2013 T2.3 Misiones 2013 M10.6 M2

Tucuman 2013 T2.4 T16 Misiones 2013 M10.7 M3 M1

Tucuman 2013 T2.5 Misiones 2013 M10.8 M4 M5
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Jujuy 2013 J4.4 J13 Misiones 2013 M9.8 M6

Jujuy 2013 J4.5 J14 Misiones 2013 M9.9

ARTICLE 1 - RESEARCH



CARACTERIZACION DE Stevia rebaudiana

Tabla suplementaria (continda). Identificacion de plantas
del banco activo de germoplasma de la EEA Famaillg, INTA,
utilizadas en la caracterizacion morfolégica y molecular.

Provincia Afio de coleccién Denominacion

Banco activo  Cmor' Cmol?
Formosa 2013 F12.1 F1 F1
Formosa 2013 F12.2 F2 F2
Formosa 2013 F12.3 F3 F3
Formosa 2013 F12.4 F4 F4
Formosa 2013 F12.5 F5 F5
Formosa 2013 F12.6 F6 F6
Formosa 2013 F12.7 F7 F7
Formosa 2013 F12.8 F8 F8
Formosa 2013 F12.9 F9 F9
Formosa 2013 F12.10 F10 F10
Formosa 2013 F12.11 F11 F11
Formosa 2013 F12.12 F12 F12
Formosa 2013 F12.13 F13 F13
Formosa 2013 F12.14 F14 F14
Formosa 2013 F12.15 F15 F15
Formosa 2013 F4
Formosa 2013 F6
Jujuy 2021 J21-1
Jujuy 2021 J21-2
Jujuy 2021 J21-3
Jujuy 2021 J21-4
Jujuy 2021 J21-5
Jujuy 2021 J21-6
Jujuy 2021 J21-7
Jujuy 2021 J21-8
Jujuy 2021 J21-9
Misiones 2021 M21-1
Misiones 2021 M21-2
Misiones 2021 M21-3
Misiones 2021 M21-4
Tucuman 2021 T21-1
Tucuman 2021 T21-2
Tucuman 2021 T21-3
Tucuman 2021 T21-4
Tucuman 2021 T21-5
Tucuman 2021 T21-6
Tucuman 2021 T21-7
Tucuman 2021 T21-8
Tucuman 2021 T21-9
Tucuman 2021 T21-10
Tucuman 2021 T21-11
Tucuman 2021 T21-12
Tucuman 2021 T21-13
Tucuman 2021 T21-14
Tucuman 2021 T21-15
Tucuman 2021 T21-16
Tucuman 2021 T21-17
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