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1.-RESUMEN:

Una de las principales problematicas agrondmicasculévo de orégano en
Argentina, es la escasa identificacién taxonomeéod materiales vegetales en cultivo,
lo que no permite realizar en la actualidad undidgrion de la produccién por
variedad comercial que resulta fundamental paraeglade mejoramiento o de
propagaciéon masiva. Otro problema importante eseljuégano tradicionalmente se
multiplica por division de matas provenientes dentdciones comerciales, sin
seleccion, ni saneamiento del material inicial. domtinua multiplicacion vegetativa
conduce al deterioro de los cultivos, debido, eotras causas, a la acumulacion de
enfermedades sistémicas. Los objetivos generalessteetrabajo fueron a) identificar
polimorfismo gendmico entre los distintos genotipds orégano a partir de la
utilizacién de cebadores estandares y b) estabbpectrcolos de multiplicacion agamica
in vitro tendientes a obtener el mayor nimero datpk de alta calidad sanitaria en el
menor tiempo posible. Se utilizaron plantas ide#dos morfolégicamente como
“orégano criollo”, “orégano compacto”, “orégano dobés”, “orégano chileno”,
“orégano mendocino” y “orégano laboratorio”. Ldizacion de marcadores SSR fue la
que permitid, en mayor medida, la deteccion dempafiismos entre las variedades en
estudio, a partir de la visualizacion en gelesgig@sa. Con respecto a la multiplicacion
agamica es posible la obtenciéon de plantulas dgaarcé utilizando la técnica de
multiples vastagos para obtener mayor nimero daepigees en menor tiempo posible,
comparado con la utilizacién de la técnica queltasie obtener una planta por estaca

uninodal.

Palabras clave:Origanum,cultivo in vitro, marcadores moleculares



2.-INTRODUCCION:

El orégano Qriganum Lamiaceae) tradicionalmente se ha cultivado por s
aroma y sabor altamente requeridos por la induatimmaentaria y por la demanda del
sector farmacéutico debido al alto contenido deoltim carbacrol de sus aceites
esenciales. El timol ha sido usado en medicinagmtéxa como anti-fungico y el
carbacrol como anti-infeccioso y anti-helminticankems sustancias son empleadas
como antioxidantes (Collura & Storti, 1971; Budaya®89; Magunaet al, 2006). Sus
propiedades antioxidantes también son utilizadas paolongar la vida de ciertos
alimentos, estabilizando sus colores y pigmentoseduciendo la rancidez en los
alimentos con altos contenidos grasos (Arizio &i@uir 2003 Arizio et al,2006). Si a
esto se le suma que es un cultivo que luego deleessano perecedero, constituye una
alternativa interesante para el pequefio productor.

En nuestro pais el orégano se cultiva a escalarcaheara la obtencion de
hojas y sumidades floriferas que son empleadas awndimento (Xifreda, 1983;
Rouquaud & Videla, 2000). El 85% del volumen pradacse localiza principalmente
en Mendoza, en segundo lugar se encuentran CoérdoBan Juan y, en menor
proporcion, San Luis, Salta, Jujuy, Misiones y Riegro (Alderete & Janin, 2000;
Pagliarulo, 2010).

En La Pampa, la superficie dedicada al cultivo dgano ha sufrido variaciones
a través de los afios. La produccion se limita egbas en la localidad de Macachin, 25
de Mayo y al emprendimiento proyectado para amegmdas por el Rio Colorado en
Casa de Piedra.

Comparativamente con otros cultivos, el oréganoe@opoca importancia

relativa dentro de la Argentina, tanto en térmima®ndmicos como de superficie



cultivada. Pese a esto, durante los ultimos afiosha® organizado en forma

ininterrumpida foros y proyectos en los que pgtiai distintas instituciones, tales como
universidades, INTA, etc. con el fin de mejorar distintos aspectos del cultivo, como
una salida socioeconémica importante para pequaidsictores en zonas bajo riego.

Cabe destacar, que en la actualidad este cultivia émgentina, posee mayor
demanda que oferta, ya que los paises producteresddano en el mundo son escasos
respecto a la demanda mundial (Alderete & Jani@QR0

Una de las principales problematicas agrondmicasculévo de orégano en
Argentina es que el orégano tradicionalmente setiptich por divisibn de matas
provenientes de plantaciones comerciales (Romer@93)1 En especies de
multiplicacion agamica, sin seleccion, ni saneatoigtel material inicial, la continua
multiplicacion vegetativa conduce al deterioro ds kultivos, debido, entre otras
causas, a la acumulacién de enfermedades sistéfflinggcas, bacterianas y virésicas).
Esta situacion provoca una progresiva caida enrdodimientos, de la calidad de
produccion y de la vida util de la plantacion. Bs#ollevado a la desaparicién paulatina
de algunas variedades y a la necesidad de incorgmras nuevas con mejor
comportamiento sanitario (Arguelét al, 2012).

El cultivo in vitro de meristemas puede ser usado para producir plintas de
patdgenos a partir de un individuo infectado sisttisamente (Jacoli, 1978; Fedotina &
Krilova 2003) y la propagaciéim vitro representa una técnica alternativa que permite
obtener un gran numero de plantas (clones) a mplrtnaterial de alta calidad sanitaria
(Roca & Mroginski 1991; Bimat al, 1999; 2000; Goleniowsldt al, 2003).

La obtencion de un protocolo de multiplicacion dapin vitro aseguraria la
produccion de un elevado numero de plantas decalidad sanitaria en el menor

tiempo posible. También posibilitaria estudios enetes en cuanto a calidad y



cantidad de aceites esenciales,vitro y ex vitrg ya que existen antecedentes que
mencionan importantes diferencias entre los do®aoét de cultivo. Existen amplios
antecedentes en el Laboratorio de Biotecnologidadeacultad de Agronomia de la
Universidad Nacional de La Pampa en relacion abéstimiento y regeneracion de
plantas de orégario vitro (Bravoet al, 2004; Torrobaet al, 2004; 2005).

Otro problema importante del orégano en el paidaesscasa identificacion
taxondmica de los materiales vegetales en cullvajue no permite realizar en la
actualidad una tipificacion de la produccion poriedad comercial. En algunos casos
suele denominarse a un mismo genotipo con difeserdmbres vulgares, lo que lleva a
presuponer que se trata de genotipos distintose3al caso d®riganum x appli
denominado vulgarmente como orégano criollo u arégehileno en Cérdoba vy
orégano peruano en Salta (Bauza & Pizzo®63; Di Fabio, comunicacién personal).

Desde el punto de vista tecnolégico productivo,ctarecta identificacion
varietal es fundamental para planes de mejoramiemte propagacién masiva, técnica
comun en este cultivo.

El andlisis del material genético a nivel del ADN & alternativa mas
promisoria para complementar con los caracteredoidgicos en los estudios de
identificacién varietal. Los marcadores moleculases técnicas que permiten evaluar
variaciones en las secuencias de ADN, posibilitaladdiscriminacion de individuos
relativamente emparentados. Las ventajas de estalohegia, radica en el alto niumero
de marcadores disponibles en una poblacion, suasiah independiente del desarrollo
de la planta, tiempos de analisis cortos, la ifieation directa de genotipos sin la
influencia del ambiente y un alto nivel de varimlaitl encontrado, en comparacién con
marcadores morfoldgicos y bioquimicos (Collatd al, 2005). Diferentes especies

aromaticas han sido caracterizadas mediante edtalohegia: orégano (Klocket al,



2002; Katsiotiset al, 2009); menta (Fenwick & Ward, 2001; Shasatyal 2005),
albahaca (Vieirat al, 2001; 2003), y ajo (Azuara Hernanagzl, 2008), entre otras.

La eleccion del sistema de marcadores de ADN &aitien un programa de
mejoramiento vegetal depende de los objetivos d&ygeto, de la estructura de la
poblaciéon, de la diversidad gendmica de las espeqige forman parte de la
investigacion, del sistema de marcadores dispgnitd¢ tiempo requerido para el
analisis y del costo final por unidad de informac{&taub & Serquen, 1996). Existen
diversas técnicas que posibilitan la existenciaudenimero ilimitado de marcadores
moleculares para cubrir la totalidad del genomaierganismo, permitiendo formar
mapas genéticos de numerosas especies vegetadesupposterior estudio, alguna de
ellas son la reaccion en cadena de la polimeraSR)Has enzimas de restriccion, la
separacion electroforética de los fragmentos de AN sondas marcadas y las
hibridizaciones, entre otras.

La amplificacion aleatoria de fragmentos polim@&fdRAPD) por la técnica
PCR, usando oligonucledétidos de secuencia arlaitaeialrededor de diez bases cada
uno llamados cebadores mrimers, es una tecnologia ampliamente utilizada para
generar informacion sobre variabilidad a nivel ddDN para las mas diversas
aplicaciones en el andlisis genético de procarptascariotas.

Esta técnica se basa en la sintesis enzimaticaogesc de un segmento
especifico de ADN en presencia de una polimerasARId termoestable (Taq). El
polimorfismo de las bandas entre los individuosigee a cambios en la secuencia de
los nucledtidos en los sitios de acoplamiento diglooucledétido y por insercion o

pérdidas de los fragmentos en estos sitios (Witlianal, 1990).
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Estos marcadores son dominantes, es decir, no puksternir los homocigotos
dominantes de los heterocigotos para un segmemtwytar (Whitkuset al, 1994;
Backeljauet al, 1995)

Entre las principales ventajas de los RAPDs se meacque amplifican
regiones tanto codificantes del ADN como las noifczahtes y revelan niveles de
variacion mas altos que los RFLPs e isoenzimasli@ii$ et al, 1990; Lynch &
Milligan, 1994; Otercet al, 1997; Russekt al, 1997; Parkeet al, 1998); es una técnica
relativamente facil que no necesita conocimien&vipr de la secuencia de ADN, no
requiere la construccion o el mantenimiento delilbmaria gendmica, el nUmero ti
gue puede ser examinado es ilimitado y no reqyerebas radiactivas (Reitet al,
1992; Whitkuset al, 1994).

Las aplicaciones mas comunes incluyen mapeo genétstimacion de la
diversidad genética, sistematica molecular, ideatifon de genotipos y seleccién
asistida por marcadores en el mejoramiento degdantanimales domésticos (Ferreira
& Grattapaglia 1996). En aromaticas los marcadores RAPD han dseryara
determinar diferencias genéticas en poblacionemeeta piperita, cedron y toronijil
(Hinrichsenet al, 1999; Fenwick & Ward, 2001); manzanilla (Pirkhezt al, 2010);
coriandro (Pareelet al, 2011); ajedrea de jardirsdtureja hortens)s(Hadianet al,
2008); perejil (Vieireet al, 1999) y orégano (Klocket al, 2002; Cazares Alonst al,
2010; Tonket al, 2010). También se han utilizado para detectatacoinaciones en el
orégano mediterraneo comercial (Mariesethal, 2009; 2010).

Los microsatélites o secuencias simples repeti&3R) son regiones del
genoma que contienen secuencias repetitivas eertadd dos a cuatro pares de bases
flanqueadas por secuencias de copia Unica. Hethsse encuentran en regiones

codificantes y no codificantes del ADN y es prokaQue se formen por eventos de
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rompimiento que generan polimorfismos con valorgsesores al 90% (Armouwet al,
1994; Gupteet al, 2000). La base genética del polimorfismo detectadmicrosatélites
se basa en la variabilidad del nUmero de repetsi@an tandem y, consecuentemente,
del tamafio del microsatélite amplificado entre vitlios de una especie. El
microsatélite amplificado por PCR es sometido actedéoresis en geles de alta
resolucién, que permiten detectar diferencias de ttes o cuatro nucleétidos que
corresponden al minimo polimorfismo de longituduermicrosatélite.

Estos marcadores tienen mayor grado de polimorfissegregan de manera
mendeliana y son codominantes, la presencia desala locus genético por
microsatélite hace que la lectura de las bandaslsea y facil de interpretar, y son
selectivamente neutros (Golstein & Pollock, 199&ndramiret al, 1996).

Para trabajar con SRR es necesario conocer larsgalge la region a analizar
para contar coprimersespecificos que amplifiquen la regién repetitiggponsable de
la variacion observada, que ademas es homoélogadif@rentes especies o incluso
géneros (Golsteimt al, 1996). Esto es porque los mismos, son especifiams ciertos
grupos de especies y homoélogos entre si (Vendratrah 1996), lo que permite hacer
estudios comparativos entre especies 0 géneros gésmo grupo. Novakt al (2008),
proponen el uso de marcadores SSR para el cordréd @onservacion de recursos
genéticos y estudios evolutivos del gen@riganumy Lamiaceaerelacionadas. Por su
parte, Cazares Alonst al (2010) utilizaron dichos marcadores para la carazcion
molecular de diferentes genotipos de orégano.

Los marcadores moleculares conocidos como secerepatidas intersimples
(ISSR) son relativamente nuevos y su técnica dieampbn es similar a los RAPDs,
excepto que en los ISSRspElmer es un di 6 trinucleotido repetido (Culley & Wolfe,

2001).
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Son un tipo de marcador genético que permite obleseniveles de variacion
en las regiones microsatélite que se encuentraperdiss en varios genomas,
particularmente el nuclear. Los ISSRs son marcaddeminantes, semiarbitrarios
amplificados por la reaccién en cadena de la potisee (PCR). Loprimersde ISSRs
consisten en un motivo repetido de di- o trinudtes® complementario a la secuencia
del microsatélite (Zietkiewicet al, 1994; Bornet & Branchard, 2001; Pradespal,
2002).

Las ventajas que ofrece esta técnica se centraigaimente en la alta
variacion que detecta, asi como en su reproduwtdsildebida principalmente a las altas
temperaturas de alineaciéon utilizadas en la PCR. jpaimorfismos que presentan,
ademas de su heredabilidad, permiten aplicarlosaedentificaciéon de individuos,
distincién de variedades intraespecificas, idewtdfion de paternidad y maternidad,
mapeo genético, evaluacion de diversidad y subdivigienética en poblaciones,
reconstrucciones filogenéticas, introgresion eitlibacion, y distincion de individuos
con origen clonal y sexual (Zietkiewiet al, 1994; Wolfe, 2000; Pradeep al,2002).

La técnica ISSR se ha utilizado en aroméaticas patarminar variabilidad
genética en distintas especies pertenecientesn@rqy®riganum (Sézen & Poyraz,
2008, Chizhovkinat al, 2011); en cilantro (Melet al 2011); en tomillo (Smolilet al,
2009)

Existen numerosos protocolos para la extraccioA@ie vegetal. La mayoria de
estos protocolos no son adecuados para aromatiedgjo a los altos niveles de
compuestos polifendlicos presentes en estas espé&o polifenoles pueden inhibir el
apareamiento de los oligonucleétidos de ADN, o d@ivelad de las enzimas

endonucleasas, interfiriendo en la reaccion de fRaRdeyet al, 1996; Rogstad, 2003).
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En los ultimos afios se han publicado una serierdeajps tendientes a
solucionar los problemas mencionados anteriormébDmrokhov & Klocke 1997;
Permigeatet al, 1998; Aristoteles & Loguercio-Leitr, 2005; El-Gexilgi et al, 2006;

Padmalatha & Prasad, 2006; Niual, 2008; Poyraet al, 2009).
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3.- HIPOTESIS

-La existencia de polimorfismos entre los genotipos estudio permitira
diferenciar los distintos cultivares comercialeodi&Egano, ya que el analisis de ADN, al
no estar influenciado por el ambiente, posibilitardlependizar las variaciones
fenotipicas de las genotipicas.

- La obtencién de plantas a través de callos oggmioos y/o embriogénicos o
la induccion a multiples vastagos, son técnicaspgumitiran lograr un mayor nimero
de plantas por explanto comparativamente con laphichcion por estacas uninodales.
Esto redundarad en menor tiempo, costos y espadiemas la utilizacion de explantos
provenientes de plantas saneadas por el cultivoetisstemas, hara posible la obtencion

de ejemplares libres de virus.

4.- OBJETIVOS
4.1.- Objetivos Generales:
» Identificar primers que revelen polimorfismos entre los distintos ¢gos de
orégano
» Establecer protocolos de multiplicaciéon agamicaitro tendientes a obtener el
mayor nimero de plantas de alta calidad sanitar& menor tiempo posible.
4.2.- Objetivos Particulares
* Obtener un método de extraccion de ADN de calidae, no interfiera en la
amplificacion.
» Ajustar el protocolo de amplificacion en PCR.
» Seleccionaprimers que permitan evidenciar polimorfismos con la fited de

diferenciar los distintos genotipos.
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» Ajustar un protocolo de multiplicacién rapidavitro mediante la combinacion
de distintos reguladores de crecimiento, tendiardbtener multiples vastagos o

callos, y posterior diferenciacion de los mismos.
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5.-MATERIALES Y METODOS
5.1.- Deteccion de Polimorfismos
5.1.1.-Material Vegetal

Se utilizaron plantas provenientes de diferentesg@roductoras de orégano
del pais tales como: INTA La Consulta (Mendoza), & Mayo (La Pampa),
Traslasierra (Cérdoba) y Macachin (La Pampa) ifleatios morfolégicamente como
“orégano criollo”, “orégano compacto”, “orégano dobés”, “orégano chileno”,
“orégano mendocino” y “orégano laboratorio”; estémb, obtenidoin vitro en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agmia, UNLPam, a partir de

plantas madre d®régano criollo”.

5.1.2.-Extraccion de ADN:

La extraccion del ADN gendmico fue llevada a caljadir de tejido de hojas
frescas y comparando tres métodos propuestos pdribleografia. Los métodos
probados fueron los siguientes:

1. Permingeat (Permigeat al,1998)

2. CTAB (Bromuro de Cetiltrimetilamonio) (Futteret al, 1995)

3. Dorokhov (Dorokhov & Klocke, 1997) con modificacEs propuestas

por Xun Yai (comunicacion personal)

En la tabla 1 se resumen las diferencias en la ositipn debuffersy demas

soluciones utilizadas en los distintos protocole®xtraccion probados en este trabajo.



17

Tabla 1: Compendio de las soluciones utilizadas por logntiis protocolos de extraccién de
ADN probados

Soluciones Permigeat Fiitterer Dorokhov/Xun Jai
Tris HCI 0.1MpHS8 0.5 M pH8 0.2MPpH75
EDTA 0.02M 0.5 M pH8 0.025M
Nacl 1.4M 5M 2.5M

CTAB 2% 2%

Glucosa 0.5M

Acetato de sodio 3M pH5.2 3M pH5.2

Acetato de potasio 5M pH 4.8
Cloroformo: isoamilico 24:01:00 24:01:00
Fenol:Cloroformo:isoamilico 25:24:01

Isopropanol c.n c.n c.n

Etanol 100% c.n c.n

Etanol 80% c.n

Etanol 70% c.n

RNAsa 10ug/ml 10mg/ml 1u

SDS 0.50%

PVP 0.1g/g

Buffer TE c.n c.n

Agua bidestilada estéril c.n

El paso inicial fue idéntico en los tres protocatosayados. El material vegetal
fresco se introdujo en microtubos de 2.2 ml y sear@acon una varilla metalica. A

continuacion se detallan los distintos métodos.

Método 1.- Se agregaron, 1.2 ml dsuffer de extraccion a los microtubos
conteniendo el material macerado, se homogendizéub6 cada tubo a 60°C durante 1
hora, mezclando suavemente.

Transcurrido el tiempo, se colocaron 0.80 ml derodtymo:isoamil (24:1)
generando una emulsion por suave inversion del fulego, se centrifugé a 8000g por
10 minutos a 4°C.

Superada esta etapa, se transfirio el sobrenadant®@ segundo tubo de

centrifuga, se agregaron 0.8 volimenes de isopobda y se mezclé suavemente por
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inversion. Acto seguido, se centrifugd a 14000 npon 10 minutos, descartando el
sobrenadante obtenido, y resuspendiengei&ten 200ul de buffer TE.

A continuacion, se agregaron lml de ARNasa y se incub6 a 37°C durante
toda la noche. Luego, el ADN se precipité con @limenes de NaAc 3M, pH 5.2y 2
volumenes de etanol 100%.

Los tubos se mantuvieron a -20°C por 1 hora y stifteggaron a 14000 rpm por
10 minutos descartandose el sobrenadanteeH#t obtenido se seco y disolvié en

200ul de TE.

Método 2.- Fueron agregados 8@ de buffer de extraccion (50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 700 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% (w/v) CTAB) ada microtubo y el material
vegetal fue homogeneizado.

Las muestras asi tratadas fueron posteriormentédanias en bafio de agua a
56°C durante 15 min, y luego enfriadas hasta atradlaztemperatura ambiente. Luego
de esto fueron agregados f0@e cloroformo:octanol (CO, 24:1) y se mezclaron y
centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 min a tempeaambiente.

La fase acuosa superior fue transferida a otroatibo de 2.2 ml, cuidando de
no disturbar la interfase. Se agregaronu8@1/10 vol) destockde CTAB mezclando
bien pero suavemente. Luego se agregaronu8@0 vol) de CO, se mezcld bien y se
centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min a temperaarhiente.

La fase acuosa superior fue transferida a otroatbo de 2.2 ml, en el que
fueron agregados 10Q0 (1.2 vol) debufferde precipitacion (50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
10 mM EDTA, 1% (w/v) CTAB), mezclando suavemente.

Las muestras fueron incubadas a temperatura amaliemnante 20 min y luego

centrifugadas a 14.000 rpm durante 10 min. El s@uante fue descartado ypdllet
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resuspendido en 4Q0 de soluciorstockde CINa 1M, a la cual fueron agregados 1000
ul de etanol puro mezclando bien. Las muestras fué@roubadas en bafio de hielo
durante 30 min, luego de los cuales se centrifugard4.000 rpm durante 10 min.

El sobrenadante fue descartado paletlavado con 100@u de etanol al 70%.
Se centrifugé nuevamente a 14.000 rpm durante SEhisobrenadante fue nuevamente
descartado.

El pellet se dej6 secar y posteriormente fue disuelto epl & buffer TE pH
8.0 (Tris-HCI 1M pH7.5, EDTA 0.5M). Por ultimo segragd ARNasa en una

concentraciéon de 10mg/ml que actud durante unaa&n8rdC

Método 3.- Se agregaron 400ul dmuffer de extraccion (20 ml TRIS, 5 mi
EDTA, 50 ml CINa, 0.5 g SDS en 100 ml de agua) yhemogeneiz6 la mezcla en
vortex

Los tubos se sometieron a un bafio de agua durdnteidutos a 65 °C.
Superada esta etapa, se agregaron 200ul de adetptiasio 5 M, y se incubaron las
muestras en bafio de hielo por 10 minutos. Trandougste tiempo, los tubos, se
centrifugaron a 13000g por un lapso de 10 minufzd. sobrenadante obtenido, se
extrajeron 500 pl (evitando remover gtllet del fondo) y se transfirieron a otro
eppendorf A éste, se le agregd 1 ul de ARNasa y 500 pl sbpropanol. Se
homogeneiz6 la mezcla con cuidado y se mantuvaedm fpor 5 minutos.

Transcurrido el tiempo, se centrifugd cada tubd2000g por 10 minutosEl
sobrenadantdue removido y elpellet lavado 2 veces con etanol 70%. Una vez
evaporado el etanol, el ADN se disolvié en 50 pagea bidestilada.

En los tres métodos probados, las muestras obtefiuéron almacenadas a -20

°C. Se tomo una alicuota de cada una para evalualitad y concentracion del ADN
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purificado mediante electroforesis en gel de agafdd% corriendo el material por 40

minutos a 70V y utilizando un transiluminador UVatluabnet para su visualizacion.

5.1.3.-Marcadores Moleculares
RAPD

Se probaron &rimers de la serie A (Biodynamics) denominados AO01, AO3,
A04, A05, A06, AO07, AO8 y A09. Las secuencias cgpandientes a cadaimer se

encuentran detalladas en la tabla 2.

Tabla 2: Secuencia dprimersRAPD utilizados

PRIMER SECUENCIA
A0l CCCAAGGTCC
A03 AAG ACCCCTC
A04 CTTCACCCG A
A05 CACCAGGTG A
A06 GAGTCTCAGG
A07 CCCGATTCG G
A08 ACG CACAACC
A09 CTAATGCCGT

La mezcla de la reaccidn consistio en 2 pl de ADNQ), 2 pl de TBE, 1.25 pl
de CbMg, 0.3 pl de Taq polimerasa, 10 ul de cadaner, 2 ul de cada dNTP, con el
siguiente programa de ciclado: paso inicial de d@esalizacion a 94°C por 4 minutos,
36 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 36 2Gnynuto a 72°C; finalmente 6
minutos de extension a 72°C. Los productos de &ogdion fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa 1%nadgs con TBE 1X. Las bandas
fueron visualizadas con luz UV mediante el uso eéegel (Biotium) en un

transiluminador dual Labnet.
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SSR
Se utilizaron logprimers SSR denominados OR 09, OR 10, OR 12, OR 14, OR
27 y OR 40, disefiados especificamente @niganum por Novaket al (2008). Las

secuencias correspondientes a qattaer se encuentran detalladas en la tabla 3.

Tabla 3: Secuencia de lggimersSSR utilizados

PRIMER SECUENCIA SECUENCIA REPETICION
OR0O9  F: TTGAAGCATTGTTGGAGGTAGATG (TTTTTC)4(T)s(TTTTTC),
R: TCCCAACTAGGGAGAAATGTGC
OR10  F: TTTGCTCCGACATCTTCAACC (ACC),ATC(ACC),
R: AGCCTGCTGTGTTTGGATCAG
OR12  F: GCCCCTGCAGTGACTCCTAC (AG),G(AG);
R: AAAAAGGCTTCGGACTCGATC
OR14  F: TGTTTGGTGGAAACCGATCC (GAT)q
R: AGACGACGAGCTCCAATAACG
OR27  F: TCAGAAACAATGAAGGCCGC (CCT)s
R: CCGTACAGGTCAAACACCGG
OR40  F: GCCCAAGGACATCCAACTTG (GGT),GTT(GGT),

R: CAACTGAACACCTCCCACAATG

La mezcla de la reaccion se formo6 a partir de 21 ADN (1:10), 0.5 ul de
primersF y R, 0.9 ul de MgCI2, 1 ul de cada dNTP, 2 ulbdéer, 0.12ul de Taq
polimerasa, con el programa de ciclado siguierdsopnicial de desnaturalizacion a
95°C por 15 minutos, 35 ciclos de 1 min a 95 °Cnifh a 59 °C y 2 min a 72°C;
finalmente 9 min de extension a 72°C. Los produdwmamplificacion fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa 4%nacks con TBE 1X. Las bandas
fueron visualizadas con luz UV mediante el uso eéegel (Biotium) en un

transiluminador dual Labnet.
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ISSR

Se probaron cincprimersISSR con la siguiente denominacién: ISSR 3, ISSR 5
ISSR 6, ISSR 7, ISSR 12. Las secuencias correspatedi a cadprimer se encuentran
detalladas en la tabla 4.

La mezcla se prepar6 con 1.25 ulkdgfer (10X), 1.5 ul de MgCl2, 0.25 ul de
cada DNTP, 0.1 pl de Taq polimerasa, 1 plpdener, 1.5 pl de ADN (1:10) y se
sometié al siguiente programa de ciclado: pasaainde desnaturalizacion a 94°C por
3 minutos, 35 ciclos de 30 segundos a 93 °C, laif °C y 1 min a 72°C; finalmente
10 min de extension a 72°C. Los productos de airgadibn fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa 4% preparadosIB& 1X. Las bandas fueron
visualizadas con luz UV mediante el uso de redgetium) en un transiluminador dual
Labnet.

Tabla 4: Secuencia dprimersISSR utilizados

PRIMER SECUENCIA
ISSR 3 C(TCC)sT
ISSR 5 (AC)sG
ISSR 6 (CA)AT
ISSR 7 (CAA)g
ISSR 12 (CA)AG

5.2.- Multiplicaciébn Agamicain vitro
5.2.1.Material Vegetal

Se utilizé el ecotipo criollo, proveniente de uttigo establecido en la localidad
de Macachin, Pcia. La Pampa. La eleccibn de estdpecse basé en su buen
comportamiento productivo en ensayos comparatieosendimiento, realizados en la

localidad de 25 de Mayo, La Pampa (Mazzola & BglR913).
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Los explantos utilizados variaron segun la téctimaada a cabo: liberacion de

virus, induccién de callos embriogénicos/organog@sdb multiples vastagos.

5.2.2.Extraccion de Meristemas para Liberaciéon de Virus

Se utilizaron como explantos meristemas apicaletatgrales de material
proveniente de campo. La desinfeccién de los miss®sealiz6 lavando con agua
corriente y luego con etanol 70% por 30 segund®snihutos con hipoclorito de sodio
al 6% vy, por ultimo, 3 enjuagues en agua estéril.

Para el establecimiento de los explantos se us@ aoedio de cultivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) con la mitad de nitrégeabalado en el protocolo original,
con el agregado de sacarosa al 30%, agar al 6%adtea pH 5.8 (MS1); afiadiéndose
luego 0.01 mg/L de ANA (Acido naftalenlacético) y0D mg/l de BAP (6-
bencilaminopurina).

Para el repique se utilizaron 0.08 mg/l de ANA y HBAen partes iguales
(Torrobaet al, 2005).

La siembra se realiz6 en cdmara de flujo laminavip esterilizacion del medio
de cultivo en autoclave por 20 minutos a 1 atmésfi® presion. A posteriori, los
mismos fueron llevados a camara climatica progran@mh 16 horas de luz y 8 de

oscuridad, a 26 +/- 1 °C (Figura 1).

5.2.3.4nduccién de Callos

Se utilizaron como explantos trozos de hoja est&rovenientes de plantulas
liberadas de virus obtenidas mediante cultivo desteenas acorde a lo detallado en el
punto 5.2.2.

Los medios de cultivo utilizados fueron los sigtésn
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a) MS1 + 0.5 mg/l de 2.4-D

b) MS1 + 0.1 mg/l de 2.4-D

Figura 1: Cultivo de oréganm vitro creciendo en la camara climética

La siembra se realizé en camara de flujo lamin@vip esterilizacion del medio
de cultivo en autoclave por 20 minutos a 1 atméstlr presion. Los mismos, fueron
llevados a camara climética en total oscuridad &/21°C.

Se midié el numero de plantulas por explanto, ydoscentajes de explantos
prosperos, explantos oxidados y explantos contatogiaSe considerd explanto
prospero a todo aquel que desarrolld en un indivickimpleto, sin haber sufrido una
contaminacion u oxidacion tal, que ponga en juegategridad del mismo.

Las ecuaciones utilizadas fueron las siguientes:
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% de explantos présperos = Numero de explantoperdsx 100
Numero total de explantos

% explantos oxidados = Numero de explantos oxisladd)0
Numeroatiotle explantos

% explantos contaminados = Numero de frascos oonsaosx 100
Néruo total de explantos

5.2.4.induccion de Mdltiples Vastagos

Se utilizaron como explantos estacas uninodaleérilest provenientes de
plantulas liberadas de virus mediante cultivo deisteanas acorde a lo detallado en el
punto 5.2.2.

Como medio de cultivo se utilizé el MS1, con lécaih de 2.5 mg/l de BAP.

La siembra se realiz6 en camara de flujo laminavyip esterilizacion del medio
de cultivo en autoclave por 20 minutos a 1 atmasfi® presion. A posteriori, los
mismos, fueron llevados a camara climatica progdan@on 16 horas de luz y 8 de
oscuridad, a 26 +/- 1°C.

Se midié el numero de plantulas por explanto, ydoscentajes de explantos
prosperos, explantos oxidados y explantos contatosautilizando las siguientes
ecuaciones:

% de explantos prosperos = Numero de explantapprosk 100
Numete explantos totales

% de explantos que no prosperaron = Numero de mixglao prosperas 100
Numero de explantos totales

% explantos oxidados = Numero de explantos oxisladd)0
Numero tata explantos
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% explantos contaminados = Numero de explantosgonados 100
Néro total de explantos

Los vastagos obtenidos se repicarion vitro, posteriormente se rustificaron en

invernaculo y finalmente se llevaron a campo.

Utilizacion de acido ascorbico:

Debido a que se observo oscurecimiento tisular @adacion se optd por
utilizar 50mg/l de acido ascorbico, tal como logwoe Azofeifa (2009). El 33.1% de
los explantos (147) fueron tratados con acido &sodisumergiéndolos por 30 minutos,

previo a la siembra.

Tabla 5: Explantos, horas de luz y reguladores de crecimietilizados en las distintas
técnicas de multiplicacion

Liberacion de virus  Obtencion de callos  Mdltiples vastagos

Meristemas apicales
Explanto utilizado Trozos de hoja Estacas uninodales
y laterales

Horas de luz 16 0 16
0.01 mg/L de ANA + a-0.1 mg/l de 2.4-D

Regulador de crec. 2.5 mg/l de BAP
0.01 mg/l de BAP  b-0.5 mg/l de 2.4-D
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6.-RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.-Deteccion de Polimorfismos
6.1.1.Extraccion de ADN

Probados los tres protocolos de extraccion de AIBBImejores resultados se
obtuvieron con el propuesto por Permigettl (1998) (Figura 2), quienes incluyen
glucosa como agente reductor en la composiciénbdifer de extraccion. Dichos
autores encontraron una drastica mejora en laachlidel ADN, disminuyendo la
contaminacion y el amarronamiento por polifenolesto es coincidente con lo que cita
la bibliografia en relacion a las dificultades @z ADN de buena calidad a partir de
Origanum debido a su alto contenido de compuestos ferglisastancias y
polisacaridos. Se sabe que los compuestos fendlems oxidan durante la
homogeneizacion del tejido y se unen covalentemedeproteina y acidos nucleicos.
Esto provoca cambios irreversibles vinculados #otemacion de un ADN gelatinoso
gue no es adecuado para la PCR (Katterman & Skat@83; Porebslet al, 1997).

Una manera de evitar los problemas con polifenedesongelar el tejido durante
o antes de la homogeneizacion (Katterman & Shatt@éB3). Alternativamente se
pueden utilizar antioxidantes que se pueden indllurante el procedimiento de
extraccion de ADN. Los polisacaridos también sorpdrtantes contaminantes en
muestras de ADN e interfieren con la PCR mediami@Hibicién de la actividad de la

polimerasa Tag (Fargt al, 1992)
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Figura 2: Patrones electroforéticos &N resultado de los distintos métodos de extraccid

6.1.2.-Marcadores Moleculares

Los fingerprints obtenidos fueron comparados por similaridad pspéccion
visual de los patrones de bandas. lfwgjerprints fueron considerados altamente
similares cuando todas las bandas visibles obtertigeron la misma distancia de
migracion. Las variaciones de intensidad y formadasrbandas no se consideraron una
diferencia, mientras que la presencia o ausenciande banda se consideré como
polimorfismo.

La tabla 6 resume los resultados obtenidos codisdsitosprimersutilizados en

este trabajo.

RAPD

De los 8primersevaluados, 7 no amplificaron o mostraron patrahfsos de
amplificacion en las condiciones de PCR establscidd resulté no polimérfico. Si
bien dentro de las desventajas de los RAPDs seiomenéa alta sensibilidad de la
reaccion a las condiciones de amplificacion y ealedad y concentracion del ADN, las
cuales influirian en la reproducibilidad del métgtiarvaezet al, 2000), es una técnica

gue ha sido ampliamente utilizada para determiifareshcias genéticas en poblaciones
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de aromaticas (Hinrichseat al, 1999; Klockeet al, 2002; Tonket al, 2010; Pirkhezri

et al, 2010; Pareekt al, 2011).

SSR

De los 6 primers evaluados, 1 resultd no polimérfico y los 6 retan
polimorficos (el 83% de loprimerstotales). Logprimers que resultaron polimorficos
fueron los identificados como: OR09, OR12, OR142D0RKR OR40 (Figura 3).

Estos resultados se ajustan a lo esperado ya gquitoers utilizados fueron
disefiados especificamente p@regganuma partir del analisis de secuencias expresadas

(ESTs) de glandulas de aceites esenciales de pesies pertenecientes a la familia de

las Lamniacea$). majoranay O. vulgare(Novaket al, 2008).

Figura 3: Marcadores SSR amplificados con [mamers OR09 y OR12 en los genotipos de
Origanum vulgareen estudioB: blanco,1: orégano cordobég&; orégano chileno3: orégano
compacto4: orégano mendocinb: orégano criollop: orégano laboratoridyl: marcador de
peso molecular.



30

ISSR
Se probaron Hrimers de los cuales 2 no amplificaron 0 mostraron pason

difusos de amplificacién, 2 resultaron no polingn$ y 1, polimoérfico (20% de los

primers. El Gnicoprimer que resultd polimérfico fue el ISSR 12. (Figura 4)

Figura 4. Marcadores ISSR amplificados conpelmer ISSR12 en los genotipd3riganum
vulgareen estudioB: blanco,M: marcador de peso molecular,orégano cordobég; orégano
chileno,3: orégano compactd, orégano mendocina: orégano criollof: orégano laboratorio.

Tabla 6: Sintesis del comportamiento de los distintos naames utilizados
Mo amplifics
patrén difuse | Polimarfico | No polimérfica
AD1 X

AD3 X

AD4 X

ADS
ADB
A07
ADB
AD9
OR10 X
ORD9
OR12
OR14
OR27
OR40
IS5R 03 X
IS5R 05 X
I55R 06 X
I55R 07 X

I55R 12 X

RAPD

o A A

PRIMERS
55R

o A A

IS5R
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6.2.-Multiplicacion Agamica in-vitro
6.2.1.Extraccion de Meristemas para Liberaciéon de Virus
Con esta técnica, se obtuvieron 24% de explantosagonados y 76% de
plantulas libres de virus. Cabe mencionar queabpolo utilizado fue el de Torroles
al (2005) ya que el objetivo de este trabajo fuebtizencion de plantulas de orégano a

partir de material saneado.

6.2.24nduccion de Callos

Para ninguna de las concentraciones de 2.4-D addigr hubo resultados
positivos en cuanto a la induccion de callos. Hdwos factores que incidieron
negativamente, la oxidacién y la contaminacion. éntmuacion se muestran los

porcentajes obtenidos para ambas concentracioriag-ie probadas:

a) 0.5 mg/l de 2.4-D:

0 explantos présperes0% de explantos présperos
120 explantos totales

42 explantos contaminados100 = 35% explantos contaminados
120 explantos totales

78 explantos oxidados100 = 65% explantos oxidados
120 explantos totales

b) 0.1 mg/l de 2.4-D:

0 explantos prosperaes 0% de explantos prosperos
120 explantos totales

33 explantos contaminados100 =27.5% explantos contaminados
120 explantos totales

87 explantos oxidadosx 100 =72.5% explantos oxidados
120 explantos totales
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La oxidacién fue el factor mas importante de frac&ssto es consecuencia del
alto contenido de compuestos fendlicos que posstntpo de especies aromaticas
(Wogiatziet al, 2009; Kalemba & Kunicka, 2003). Este fendmengsede definir por
la oxidacion de compuestos fendlicos, catalizaddgenzima polifenol oxidasa (PPO),
para producir quinonas, las cuales son especiesicps muy propensas a reaccionar
con el oxigeno, generando dafios e incluso la maehtdéar (Amiotet al 1996, Brayet
al. 2000).

En la etapa de establecimiemtovitro, muchos explantos empiezan a perder el
color verde e inician un oscurecimiento, liberaedodados al medio de cultivo, cuya
naturaleza no es precisa, aunque se conoce quamaamezcla compleja de sustancias
fendlicas (Azofeifa, 2009).

La oxidacion de tejidos y la oxidacion de fenolestan influenciadas e
interrelacionadas por un namero de factores quieyien genotipo, tipo y época de
escision del explanto, tratamiento de desinfecaidedio de cultivo y tipo de regulador
de crecimiento utilizado (Thomas & Ravindra, 199@biyehet al, 2006; Van Staden
et al, 2006; Abdelwahcet al, 2008). Con respecto al genotipo utilizado, es sghide
especies del géne@riganum poseen una alta concentracion de sustancias dagoli
(Wogiatzi et al, 2009), entre las que se encuentran el timolasatacrol y el eugenol
(Kalemba & Kunicka 2003).

En relacion a la edad del material donante, lastgéa muestran diferentes
comportamientos segun su ontogenia. Asi, Georg®6jlndica que los tejidos
juveniles son menos propensos al oscurecimientdagutejidos adultos. No obstante,
en cultivares d&accharum sspel cultivo de explantos tiernos, con menos de 26
dias de formados, presentaron una fuerte oxidacidmparado a los explantos mas

desarrollados (Aftab & Igbal, 1999). Segun la épdeh afio, Das & Mitra (1990)
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encontraron diferencias importantes relativasmdgension d&ucalyptus tereticornis

a exudar sustancias fendlicas dependiendo de taépola que se recolecta el material
de la planta donadora. Segun la literatura cordailtauxinas y citoquininas son los
grupos de reguladores de crecimiento mas relacisnacbn el problema de
oscurecimiento de explantos (Azofeifa, 2009). Derde las auxinas, el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y en las citoquininés 6-bencilaminopurina (BAP). Este
altimo, es el regulador que cuenta con mayor nurderteferencias que asocian su uso
con el problema de oscurecimiento (Azofeifa 20@9pesar de que el BAP previene o
retrasa la degradacion de la clorofila (Casttal, 2005; Zavaleta-Manceet al, 2007),

su incorporaciéon al medio de cultivo se ha relaaitin con decoloraciones y
oscurecimiento del explanto (Bronda&ial,2011; Martinez Medinat al,2012).

Murashige (1974), sefiala que en la etapa de esta@ato in vitro de los
explantos, algunas veces, es necesario agregadab e cultivo, un antioxidante que
retarde o evite la oxidacion, sea del explantoleraglio de cultivo.

Las estrategias para evitar los procesos de dwitdlaque conllevan al
oscurecimiento de los tejidos del explanto cultovadyvitro, son numerosas. Se puede
recurrir a una serie de medidas practicas, ents: @lso de explantos en estado juvenil
o de material en crecimiento activo; crecimientbedglanto a baja luminosidad o en
oscuridad; crecimiento del explanto a bajas tempexs; subcultivos frecuentes;
cultivo en medio liquido; uso de adsorbentes, eprégparacion del explanto para su
cultivo o en el medio de cultivo; uso de antioxigasnen la preparacion del explanto
para su cultivo o en el medio de cultivo; elecctid medio de cultivo; cambio del
potencial osmatico del medio de cultivo; pH bajbrdedio de cultivo e inactivaciéon de

enzimas (Azofeifa, 2009).
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En segundo lugar, la contaminacion actué como dintét en la obtencidén de
resultados positivos. Esta Ultima se relaciona,mayor medida, con fallas a nivel
operativo: desinfeccion de material vegetal, mdaipan del material y
contaminaciones previas en la camara de flujo lami€iertas bacterias entran al
cultivo de tejidos con los explantos iniciales petas son claramente introducidas en
el laboratorio. Entre los hongos filamentosos cwmittantes, los géneros encontrados
con mayor frecuencia han sidgpergillus, Cladosporium, Penicillium, Fusarium,
Alternariay Neurospora Las bacterias son consideradas como los contatemanas
comunes y las que ocasionan los problemas mas spdmue pueden ser sistémicas, y

su deteccion es mas dificil (Roca & Mroginski, 1991

6.2.3Mudltiples Vastagos

Respuesta a la utilizacion de BAP

Del total de explantos cultivados (444), soOlo elr24 resulté prospero. Al igual

que en la técnica anterior, la oxidacion y la aoribacion, incidieron negativamente.

Explantos présperos123 explantos préspere27,7%
dd¥plantos totales

Explantos que no prosperaron66 explantos no présperrsl00 =14,9%
444 explantos totales

Respecto a los explantos viables, se encontré waa diferencia entre las
respuestas a la aplicacién de BAP (Figura 5 yiifuitando la utilizacién de estudios
estadisticos convencionales, debido a que la aias demasiado amplia, por lo que

los resultados carecerian de representatividadedtor se optd por la confeccion de una
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tabla (Tabla 7) que refleja, a través de rangosietpuesta de los explantos a la

aplicacion del regulador de crecimiento.

Tabla 7: Diferencias en el nimero de plantulas obtenidas gxptanto en respuesta a la

aplicacién de BAP.

N° de 0,a 10a 20a 30a 40a 50a 60a 70a 80a 90a

plantulas/explanto| 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

N° de explantos | 84 21 3 9 3 0 0 0 0 3
% de explantos | 68,3 17,1 24 7,3 2,4 0 0 0 0 2,4

a0
20

7O 1

GO —

50—

40 1

30 1+
20 1

Nimero de explantos

10 1

—

1]

O01a1010a20 20530 30a40 405050606070 VFO& S0 S04 9090 & 100

.'_|.|_|.'_|.

Hamers de plantulas

Figura 5: Desuniformidad en las respuestas de los explahi@gregado de 2.5 mg/l de BAP al

medio de cultivo.

Figura 6: Diferencias obtenidas en las respuestas a la ajdlicde BAP.
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Las diferencias en cuanto a la respuesta, puedbargie a la distribucion
hormonal dentro la misma planta. En consecuentiajirmero de vastagos obtenidos,
variard dependiendo de la ubicacién del explantdagplanta donante. El fenébmeno
conocido como topdfisis, explica la influencia degbsicion del explanto en el vegetal,
sobre el crecimiento y desarrolla vitro luego del aislamiento (Pierik & Mateo-
Sagasta, 1990).

Un ejemplo de topofisis fue descrito por Eversl®84. Este autor encontro,
trabajando corPseudotsuga menzigsijue las yemas iniciales del vastago, aisladas de
posiciones bajas en el arbol, mostraron un mejsardelloin vitro y, que las yemas
terminales, crecian mas rapidamente que las yexilasesa. Igualmente, si se aislan los
explantos teniendo en cuenta su posicién origindaeplanta, se pueden observar las
diferencias como gradientes de regeneracion. Eska ncontrado en tabaco (Aghion-
Prat, 1965), en catafilos de azucena (Robb, 195Maria annua(Pierik, 1967) y
Brassica carinatgJaiswalet al, 1987).

Para la obtencion de los maximos valores de regeider, es necesaria la
adicion de, por lo menos, BAP y/o CIN (cinetinap yAG; (acido giberélico)
dependiendo del explanto y el genotipo que seveultCuando se utilizaron como
explanto yemas axilares, el nimero de vastagoexuantos fue superior cuando al
medio se adicion6 solamente 1mg/l de BAP (Moéhal, 2013).

En la micropropagacion d®riganum acutidens utilizando como explanto
estacas uninodales y MS como medio de cultivo,et@gregado de 1.8 mg/l de BAP y
0.2 mg/l de ANA, se obtuvo la maxima tasa de reganén de vastagos con 9.31
vastagos/explanto (Yildirim, 2013). Con el cultivdle segmentos uninodales, en
diferentes clones d€amellia sinensislos mejores resultados fueron obtenidos en el

medio ¥2 MS + 1mg/l de BAP.
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Se realizaron uno, dos o tres repiques dependidetionimero de vastagos
alcanzado por explanto. Se esperaba una reladiéctalientre el nimero de repiques y
el total de vastagos obtenidos por explanto. Abtsudir los vastagos, la respuesta fue
claramente desuniforme, impidiendo estandarizarlehero de repiques, dificultando
un seguimiento que permitiera la obtencion de emimhes. El tiempo transcurrido
entre repiques oscilé entre los 60-90 dias, depaddi del estado de desarrollo de los

vastagos.

Respuesta a la utilizacion de acido ascorbico:

a) Sin acido ascorbico

De 297 explantos, 135 resultaron oxidados, loigdiea un 45.5%le oxidacion
sin la utilizacion del antioxidante

b) Con acido ascérbico

De 147 explantos tratados con acido ascorbicog2dxglaron, lo que equivale
al 18.4% de las muestras.

Esto es acorde a lo que indica la bibliografia.utiizacion de antioxidantes

como el AA (acido ascorbico) en el medio de cultivoon lavados del explanto previos
a la siembra, ayuda a disminuir el problemdaotiana tabacungJoy IV et al, 1988).
Un agente antioxidante es un compuesto que inhilsemora la oxidacion de un
sustrato propenso al fendmeno, evitando las reaesi@n cascada de los radicales
libres (Matkowski, 2008).

En la Figura 7 se muestra el nimero de explantak&dos en los tratamientos

con y sin agregado de acido ascorbico.
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Respuesta al agregado de acido ascorbico

E &

0 Mo axidados
B Chaidacias

XN

Mibmore de explantes

2

o

Sin A& Con AA

Figura 7: Numeros de explantos oxidados con y sin agregadzido ascérbico

Figura 8: Plantulas d®riganum vulgarecreciendan vitro mostrando una oxidacién incipiente

Contaminacion
El porcentaje de contaminacion fue de 22.3%, vaiberior al obtenido en

induccion de callos. La bibliografia general pastag¢écnica menciona contaminaciones

normales entre un 10-20%.

99 explantos contaminados100 =22.3% explantos contaminados
444 explantos totales
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En la Figura 9 se representan graficamente lodtael®ms finales obtenidos con la

técnica de multiples vastagos.

O Contaminados
B Oxidados
O No prosperos

O Prosperos

Figura 9: Representacién gréafica porcentual de los resudtabitenidos utilizando la técnica de
obtencién de multiples vastagos
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7.-CONCLUSIONES
7.1.-Deteccion de Polimorfismos

A partir de las diferentes técnicas probadas, selagge que la utilizacion de
marcadores SSR fue la que permitié, en mayor metiddeteccion de polimorfismos
entre las variedades en estudio, a partir de laalimcion en geles de agarosa. La
utilizacion de mayor numero derimers seria aconsejable para encontrar suficiente
cantidad deloci polimérficos que permitan diferenciar los distst@enotipos
estudiados.

Asimismo se recomienda el uso de alguna otra téagcvisualizacion como la
electroforesis en geles de secuenciacion de addidgaque permita una mejor definicién
y una mayor separacion entre bandas que haga @dsildentificacion de los posibles

polimorfismos entre los genotipos estudiados.

7.2.-Multiplicacion Agamicaiin vitro

De acuerdo con los resultados obtenidos, se camclgue es posible la
obtenciéon de plantulas de orégano criollo utilizana técnica de mdultiples vastagos
para obtener mayor nimero de ejemplares en mesmapd posible, comparado con la
utilizacién de la técnica que resulta de obtemerplanta por estaca uninodal.

El ajuste de esta tecnologia, tendiente a evitao tlas oxidaciones como la
desuniformidad en las respuestas a la citoquini@, Bermitird obtener los resultados

deseables para una futura aplicacion
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