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Resumen

Lippia graveolens HBK es una planta aromatica de importancia econdmica en Mé-
xico, ha sido principalmente colectada de poblaciones silvestres. La propagacion
de manera natural es por lo general con semillas, que presentan un porcentaje de
germinacion bajo (40%). El cultivo de tejidos vegetales con yemas axilares propone
una alternativa para la propagacion de plantas. En el presente trabajo se reporta la
evaluacién de la fidelidad genética, mediante marcadores moleculares tipo RAPD
de plantas de orégano obtenidas con la técnica de propagacion de yemas axilares,
que se realizé en medio MS con 0.5 mg/L de BA.
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Introduccion

Lippia graveolens (familia Verbenaceae), conocida co-
mo orégano mexicano, es una especie aromatica
nativa del sur de Estados Unidos de Norteamérica,
México y parte de América Central (Villavicen-
cio-Gutiérrez et al., 2010).

México es uno de los paises con mayor produc-
ciéon de orégano a nivel internacional, ya que apor-
ta el 35 0 40% de la producciéon mundial. Se calcula
que la produccion anual en nuestro pais es de 4 000
toneladas, de las cuales el 90% es exportado a los Es-
tados Unidos (Villavicencio et al., 2007).

El orégano mexicano es usado sobre todo como
condimento y conservador en muchos alimentos ti-
picos de México. El aceite esencial extraido a partir
de las hojas se ha utilizado en la industria farmacéu-
tica, licorera y cosmetologica. Ademas se le ha con-
ferido varias propiedades medicinales, antimicro-
bianas y antioxidantes (Arcila-Lozano et al., 2004;
Avila-Sosa et al., 2010).

Su propagacion, de forma natural, se realiza prin-
cipalmente por semillas, aunque también se emplea
el cultivo por estacas. El aprovechamiento se efecttia
en poblaciones naturales durante el periodo de flora-
cion, alterando el desarrollo normal del fruto y de la
semilla. Ademas de las malas practicas de recoleccion,
que generan una reduccion del tamano y la densidad
de la poblacion, se ha reportado que sélo el 11% de los
frutos producen de una a dos semillas. Aunado a ello,
la baja germinacién de las semillas ha acarreado pro-
blemas para la propagacion del cultivo (Ocampo-Ve-
lazquez, 2009; Gonzalez-Nieves ef al., 2010).

Para tener una produccién estable y continua de
plantas de orégano que sirvan para originar planta-
ciones comerciales, es necesario contar con un sis-
tema de propagacion que no genere diferencias sig-
nificativas en cuanto a la produccién de aceite, por
lo que los sistemas de propagacion in vitro son una
buena alternativa para usarse a nivel comercial.

En la busqueda de alternativas de propagacion se
debe considerar la evaluacion de la fidelidad gené-
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tica entre las plantas madre y las propagadas, a fin
de evidenciar la estabilidad genética entre ambos
explantes. El empleo de marcadores moleculares es
una herramienta para evidenciar la similitud o la
variabilidad que produce el sistema de propagacion,
sin que se afecte el medio ambiente y la condicion
fisiologica o geografica; asimismo, puede evaluarse
en cualquier etapa de desarrollo de la planta (Bece-
rra 'y Paredes, 2000).

Las técnicas basadas en PCR, como los marca-
dores moleculares tipo RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) se han utilizado ampliamente por
su simplicidad, bajo costo, estabilidad, sensibilidad,
aunque presenta el inconveniente de baja reproduci-
bilidad. Ese marcador ha sido aplicado con éxito en
el analisis de la fidelidad genética en algunas plantas
aromaticas micropropagadas: Gloriosa superba L. (Ya-
dav et al., 2013), Pogostemon cablin (Paul et al., 2010),
Ocimum gratissimum 1 (Saha et al., 2011), entre otras.
En este estudio se evalud la fidelidad genética me-
diante marcadores moleculares RAPD, de plantas ob-
tenidas por la técnica de propagacion in vitro.

Metodologia
Material vegetal

Las semillas maduras de orégano mexicano (L. gra-
veolens) fueron colectadas en el municipio de Colot-
lan, Jalisco, en el oeste de México, en la temporada
de fructificacion de marzo a mayo del 2010.

Proliferacion de yemas axilares

Los segmentos nodales usados para la propagacion
fueron obtenidos de plantas germinadas in vitro,
éstas fueron seleccionadas por sus caracteristicas
fenotipicas (mayor follaje y mayor nimero de seg-
mentos nodales). Los segmentos nodales de tres
plantas seleccionadas como donantes fueron esta-
blecidos en medio MS (Murashige & Skoog, 1962),
al cual se le adicion6 Benciladenina (BA) como
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regulador de crecimiento, a una concentracion de
0.5 mg/L.

Condiciones RAPD

La extraccion de ADN genomico de plantas adqui-
ridas a partir del primer ciclo de propagacion, se
efectu6 conforme al protocolo de Zhang & Hewitt
(2001), con algunas modificaciones. La cuantifica-
cion del ADN se realizo mediante un NanoDrop® a
una longitud de onda de 260 nm, la calidad del ADN
fue verificada en geles de agarosa al 1%.

Se utilizaron iniciadores OPB 01-12 para evaluar
la fidelidad genética del sistema de propagacion. La
reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un vo-
lumen de 12.5 pl: 1 L.de ADN (5 ng/pl), oligonucle6-
tido 1 L (10mM), mezcla de ANTPs 1.5 L (0.1 mM),
Taq polimerasa 0.15 L (5 U/ L), MgCl2 2 L (25 mM),
buffer 10X 1.25 Ly agua desionizada estéril 5.60 L.

La amplificaciéon se hizo con el termociclador
marca Techne modelo TC-412: una primera desna-
turalizacion a 94 °C, 4 min; seguido de 45 ciclos a 94
°C, 1 min; 42 °C, 1 min; 72 °C, 1 min y una extension
final a 72°C por 10 min. Los productos amplificados
fueron separados por electroforesis en geles de aga-
rosa al 1.5% a 88 V, en buffer TAE 1X. Los geles fue-
ron tenidos en bromuro de etidio y visualizados bajo
transiluminador UV.

Analisis de datos

Los polimorfismos detectados se escrutaron como
presencia (1) o ausencia (0) de ADN amplificado. Con
estos datos se prepararon matrices binarias que se
usaron para calcular valores de similitud genética
entre cada individuo con el coeficiente de Jaccard,
incluido en el paquete estadistico FreeIree. Los den-
drogramas fueron preparados aplicando el algorit-
mo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Averages) (Rohlf, 1997), con el progra-
ma TreeView version 1.6.6.
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Resultados y discusion

El patron de bandeo de las plantas micropropagadas
seleccionadas al azar fueron comparadas con la plan-
ta madre (obtenida de semilla). Los iniciadores gene-
raron distintos perfiles de amplificacion (figura 1).

El dendrograma construido a partir de las distan-
cias genéticas (figura 2) muestra que la planta ma-
dre, asi como sus hijas (obtenidas por proliferacién
de yemas axilares) se encuentra en un mismo grupo.
Por ello es posible determinar que los cambios gene-
rados con el método de propagacién son minimos,
determinados a partir del marcador RAPD. Saha ef al.
(2012) reportan fidelidad genética en la planta aro-
matica Ocimum gratissimum L. mediante micropro-
pacion por yemas axilares. Aunque se pueden obser-
var variaciones genéticas mediante este sistema de
propagacion (Gupta et al., 2009).

La baja variabilidad del sistema de propagacion
es importante en las metodologias de mejoramiento
genético, ya que asegura la produccion del genotipo
mejorado sin cambios evidentes por efectos del siste-
ma de propagacion.

Figura 1. Patrén electroforético de los marcadores rapd
(iniciador opb-08) adquiridos de las plantas madre
(M1, M2 y M3) y las plantas obtenidas de los segmentos
nodales (1-4).
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Figura 2. Dendrograma obtenido a partir de marcador
RAPD de las plantas micropropagadas por yemas axilares
y su respectiva planta madre.

Conclusiones

Mediante el uso de los marcadores moleculares tipo
RAPD fue posible evidenciar la alta tasa de fidelidad
genética que proporciona el sistema de propagacion
por medio de yemas axilares. Se propone esta me-
todologia en los sistemas de produccion de plantas
de orégano con fines comerciales, con ello se garan-
tizaria la homogeneidad de los cultivos para lograr
mayores rendimientos y asi evitar la excesiva depre-

dacion de la especie en su habitat natural.
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