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RESUMEN

Con el fin de conservar y aprovechar los recursos genéticos de las zonas dridas y semidridas de México se realizé la caracterizacién molecular
de 35 genotipos silvestres y seis cultivados de orégano, los cuales se recolectaron en los municipios de Parras de la Fuente, Ramos Arizpe,
General Cepeda y Matamoros, del estado de Coahuila. En el andlisis se utilizaron marcadores tipo RAPD (ADN Polimérfico Amplificado al Azar,
por sus siglas en inglés) y SSR (Sencillas Secuencias Repetidas). Ademds, se determiné la cantidad y calidad de los aceites esenciales mediante
la técnica de arrastre por vapor y cromatografia liquida de alta resolucién. Los marcadores RAPD y SSR permitieron detectar un alto nivel de
polimorfismos en el orégano. Sin embargo, no se logré diferenciar el total de las recolectas evaluadas y tampoco fue posible agruparlas por su
ubicacion geogrdfica. En contraste, la diversidad genética fue moderada (47%) y mayor entre poblaciones. Algunas muestras presentaron valores
altos en la produccién de carvacrol; mientras que los porcentajes de timol resultaron muy heterogéneos entre las poblaciones muestreadas. Se
concluye que existe variacion suficiente en el orégano del sureste del estado de Coahuila y es posible seleccionar aquellos con potencial para
incrementar la produccién de aceites esenciales.
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ABSTRACT

In order fo preserve and use the genetic resources of the arid and semi-arid and arid lands of Mexico, 35 wild and 6 cultivated samples of Lippia sp.
(oregano) from General Cepeda, Ramos Arizpe, Parras de la Fuente and Matamoros in Coahuila State were analyzed. The molecular description
was made through Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) and Simple Sequences Repeated (SSR). In addition, the quantity and quality of
essential oils was determined by means of the drag technique by steam and high resolution liquid chromatography. RAPD and SSR markers were
able to detect a high level of polymorphism in oregano. However, it was not possible to differentiate the whole assessed collections as well as to
gather them in regard fo location. In contrast, it was determined that the genetic diversity was mild (47%) and higher among populations. Some
samples showed high values of carvacrol while thymol was very heterogeneous among populations. It is concluded that there is enough variation
in the oregano from Southeast Coahuila and it is feasible to select those materials that can increase the essential oil production.
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INTRODUCCION

lippia graveolens HBK. (orégano) es una especie forestal no maderable que se desarrolla en las zonas dridas y semidridas de México. Por sus
caracteristicas aromdticas es referida comercialmente en el mercado internacional como orégano mexicano (Infoagro, 2006). Es una planta
aromdtica perenne de tipo arbustivo de la que se obtiene, a nivel nacional, una produccién anual de hoja seca de 6,500 ton, de ellas 0%
se destina al mercado de exportacién. El principal producto derivado de la hoja de esta planta es el aceite esencial, el cual tiene usos en las
industrias de alimentos procesados, licoreras, refresqueras, farmacéuticas y cosmetolégicas.

Al igual que la hoja seca, el principal mercado del aceite esencial son los Estados Unidos de América, ltalia y Japon (Gaby et
al, 2003). Este dltimo se vende a un precio promedio de 170 ddélares el litro, en funcién de su calidad, la cual se mide por la presencia
de carvacrol y timol (Dagne, 2001; Llicon, 2003). En un estudio comparativo entre el orégano de Grecia y Turquia con el de México
(L. graveolens y L. berlandieri Schauer), se demostré que el producto mexicano es superior por su contenido de aceites esenciales
y caracteristicas aromdticas (Martinez et al, 2003).

Las perspectivas econémicas de este recurso, a través de su proceso ogroinclusfriol/ SON MUy promisorias siempre y cuando se garantice una
produccién uniforme, tanto en calidad como en cantidad (Huerta, 2002 y 2005). En la regién semidrida de Coahuila, el aprovechamiento de
L. graveolens se realiza en ocho municipios de la regién centro y sureste del estado; sin embargo, los municipios de Parras de la Fuente, Generdl
Cepeda y Ramos Arizpe son las localidades donde la recolecta es mayor (INAFED, 2005; Vilavicencio et al, 2007).

La colecta y caracterizacién de genotipos de orégano, es de primordial importancia para la conservacién y explotacion de la diversidad
genética de ésta y otras especies de las zonas dridas y semidridas del pais. Ademds, la seleccion de genotipos con alfo potencial productivo
puede mejorar la economia y promover la sustentabilidad de los recursos en dichas dreas.
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Los primeros trabajos para la caracterizacion de germoplasma
se realizaron con técnicas de marcadores de proteinas (isoenzimas),
dichos trabajos contribuyeron al estudio de diversos organismos,
cuando la tecnologia del ADN ain no contaba con los avances
actuales (loxdale y Lushai, 1998) Steiner y Joslyn (1979) y
Loxdale ef al, (1985) refieren que los patrones electroforéticos de
aloenzimas detectados en geles de poliacriamida han sido utiles
para identificar diferentes alelos de un gen especifico y en el
estudio de la variacién genética entre y dentro de poblaciones.
El desarrollo de los marcadores moleculares de ADN revoluciond
la investigacién genética, ya que las mutaciones en los intrones y
codones de un gen aportan mayor variacién a nivel del ADN que de
las proteinas (Richardson et al, 1986) Asi mismo, las muestras
de ADN son mds estables y no cambian con el tejido de origen, en
un mismo organismo.

Las técnicas moleculares mas destacadas son las basadas en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR); las cuales amplifican
secuencias especificas o al azar del ADN y requieren pequefias
cantidades del mismo (Litt y Lutty 1989). Los objetivos del presente
trabajo fueron caracterizar a nivel molecular germoplasma
silvestre v cultivado de orégano colectado en el estado de Coahuila y
establecer su relacién con la produccién de aceites esenciales.

MATERIALES Y METODOS

Material genético- En el sureste de Coahuila se realizé un estudio
agroecolégico de orégano,que incluyd los municipios de General
Cepeda, Parras de la Fuente y Ramos Arizpe. Se consideraron
aspectos del medio fisico tales como: precipitaciéon, temperatura,
pendiente, orientaciéndelapendiente, textura, fasefisicay quimicadel
suelo, asi como la vegefacién asociada. Aspectos morfolégicos
de la planta: altura, cobertura del arbusto y rendimiento (Figura 1).

En las localidades de los municipios referidos, mediante un
muestreo sistemdtico, serecolectaron muestrasde hojadelosarbustos
“aprovechables’, mismos que presentaron una altura y didmetro
de copa superior a 50 cm. También se obtuvieron muestras de
una plantacién  comercial en la locadlidad de la Laguna,
que pertenece al municipio de Matamoros, Coahuila, para un total
de 41 materiales diferentes (Cuadro 1),

Extraccion de ADN- Se utiizé la metodologia descrita por
Almeyda et al. (2001), que consiste en triturar 200 mg de tejido
en nitrégeno liquido. A la muestra macerada se le agrega una
solucién de extraccién 2-ME/CTAB precalentada a 65°C (2% plv
CTAB, 100 mM Tris - HCl pH 80, 20 m MEDTA pH 80, 1.4 M
NaCl, 1% p/v polivinipirrolidona 40,000), con 3 mercaptoetanol a
una concentracién final de 0.2% y se incuba durante 30 minutos
a 65°C. Posteriormente, se adiciona un volumen (p/v con base en
el peso del tejido inicial) de cloroformo y centrifugar o 10,000
rom durante 5 min a temperatura ambiente. Se recupera la fase
acuosa (superior); se le incorpora 1 volumen de cloroformo y
se centrifuga a 10,000 rpm, durante 5 min a temperatura ambiente.

la fase acuosa se recupera y agrega medio volumen de acefato
de amonio (7.5 M, dejar por 10 min en hielo para después centrifugar
por 10 min a 14000 rpm, a temperatura ambiente. La precipitacién
de los dacidos nudleicos se obtiene cuando al volumen recuperado
se le agregan O/ volimenes de isopropanol, se mantiene 45 min @
temperatura ambiente y después se centrifuga a 10,000 rom por 15
min. Se elmina el sobrenadante v el precipitado se lava con etanol frio
al /0%, se seca a temperatura ambiente y resuspende en 150 L de
agua mQ estéri para su posterior almacenamiento a 4°C, hasfa su uso.
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Cuadro 1. localizacién y origen geogréfico de las poblaciones naturales de orégano v simbologia de los muestras de Lippia

graveolens recolectadas en diferentes municipios de la regién sureste del estado de Coahuila.

Municipio Localidad

Altitud (msnm) Genotipos

Matamoros (M)

Laguna

Sauceda

Ramos Arizpe (RA)

Independencia

General Cepeda (GC)

Narigua

San Rafcel

Boquillas

Parras de la Fuente (PF)

4 de Marzo

San Isidro

LAI
(A3
1096 A4
LAS
LA6

SAUI

SAU2
SAU3
SAU4

SAUS
SAUG

SAUZ
INDI
IND2
IND3
IND4
IND5
NAI
NA2
NA3
NA4
SR12
1,365 gsg
SR4
BROI
BO2
BO3
BO4
BOS
BO6
AM
AM2
AM3
44
AMS
n
SI2

1,452 33
'5 Sl4

SIS

1,408

1,226

Reaccién RAPD- Se evaluaron 40 iniciadores con diferente
contenido de Guanina-Citosina (G-C) como nucledtidos selectivos,
finalmente, con base en el nimero de fragmentos amplificados vy la
reproducibiidad de los patrones electroforéticos obtenidos se eligid
el iniciador 2-60% (5-GIGCCGAICIC-3) para evaluar todos los
materiales colectados. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 25 pL compuesto por: 2 UL de ADN (50 ng), 2.5 L de
solucién amortiguadora (1X), 1 ul de MgCl, (2mM), 2 L de DNITP's
(200 uM), 0.5 ul de Tag ADN polimerasa (2.5 U), 2 ylL de cada
iniciador (0.5 UM y se aforé a 25 UL con agua mQ estéril. Las
condiciones detemperaturas paralareaccién de PCRfueron: unciclo
de 3 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min de desnaturdlizacién a 94°C,
2 min de alineacion a 37°C, 1 min de polimerizacién a 72°C y un
ciclo de extension final a 72°C por 7 min.

Reaccion SSR- Se  evaluaron seis pares de iniciadores
(Ashkenazi et al, 2000; Ghislain et al, 2000) Con base en
el nimero de fragmentos amplificados v la reproducibiidad

de los patrones electroforéticos obtenidos, se  selecciond

el  par  MOFIMOR  (5-AACATTACAACACATTAGCA-3  y
5-AACTTAICTICGAAACICICT-3). Las reacciones se conformaron
en un volumen final de 25 Ul compuesto por: 25 Wl de
solucién amortiguadora (1X), 2 uL de MgCl, (2mM), 2 ul de DNITP's
(200 pM), 0.5 ul de Tag ADN polimerasa (2.5 U), 2 YL de cada
iniciador (0.5 UM y se aforé a 25 UL con agua mQ estéril. Las
condiciones de temperaturas se establecieron en: un ciclo de 3 min
a 94°C, 30 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94°C, 2 min de
alineamiento a 47°C, 1.5 min de polimerizacién a 72°C y un ciclo
de extension final de 5 min a 72°C. Las muestras se fraccionaron
porelectroforésisengelesdepoliacriamidaal 6%y setifieron connitrato
de plata y bromuro de efidio, para su andlisis.

Andlisis estadfstico- Las relaciones genéticas entre genotipos
para cada sistema de marcador (RAPD y SSR) se calcularon
mediante la matriz de distancia propuesta por Nei y Li (1979), con el
paquetedesoftware S-Plusversion 40.Apartirdelamatrizdedistancias
se realizaron dendrogramas por medio del método Agrupamiento de

Unidades de Distancias Minimas y Promedios Aritméticos (UPGMA).
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Se utilizé la formula de Powell et al (1996) para calcular el indice de
diversidad genética de la poblacién en general. Con la informacién
generada se llevé a cabo un andlisis de varianza y un andlisis
de componentes principales (ACP), para lo cual se utilizé el software
INFO-GEN (Balzarini y Di Rienzo, 2004). La determinacion de las
diferencias genéticas entre las poblaciones, se estimé con el indice de
contenido polmérfico (PIC) (Botstein et al, 1980).

Extraccién y calidad del aceite- Para estimar la produccion de
aceite del material vegetal procedente de todas las localidades,
se usaron hojas de diversos estrafos de “plantas aprovechables” que
presentaron la misma madurez fisiolégica y que se cosecharon en
la misma época (verano). La extraccién del aceite esencial, se hizo
por la t#écnica de destilacién por arrastre de vapor, de acuerdo
a la Norma AOAC (1990); para ello se colocaron en un matraz
de fondo plano 10 g de muestra y 75 ml de agua destiada,
calenténdose a temperatura constante por un lapso de dos horas.
El aceite se separd de la fase acuosa, se recolecté y se conservéd
en refrigeracion.

Las diluciones de los aceites (1:10) se analizaron con la tcnica
de cromatografia liquida de alta resolucion vy acefonitrio como
diuyente. De cada una se colocaron 20 2°L en el cromatégrafo,
por un tiempo de 30 min bajo las siguientes condiciones: presion
de 160 bar; A= 254 nm y flujo = 1.7 mlL min""; fase mévil = 60% agua
+ 40% acetonitrilo. Con las dreas cromatogrdficas generadas de
cada muestra, se obtuvo la concentracion en miigramos de timol y
carvacrol mediante la férmula:

y = 29693x - 26052

¢ = 09168
x=y+ 26052/ 29693
Donde:
y = drea o superficie obtenida en el cromatograma
X = concentracién en mg de timol o carvacrol
” = coeficiente de determinacién, que por su valor
representa baja dispersion de valores.
RESUTADOS
Andlisis RAPD

La técnica RAPD diferencié 15 de los 41 materiales de orégano
incluidos en este trabajo. El dendrograma que muestra las relaciones
entre genotipos conformé cuatro grupos distintivos (Figura 2).

El grupo A es el més homogéneo con 46% del germoplasma
analizado, con distancias genéticas que varian de 003 a
0.12; ademds, sus integrantes presentaron los menores contenidos
de aceites esenciales. En los materiales agrupados en B y C
se obtuvo la mayor produccién de esos compuestos, lo anterior se
refleja en los valores promedios de estos dos grupos (Cuadro 2). El

grupo D se formé con dos genotipos, SIT vy SI2, los que destacaron
por el alfo porcentaje de carvacrol; ambos pertenecientes a la
localidad de San Isidro. También se observaron tres genotipos
completamente divergentes con el resto de los materiales
evaluados, dos de ellos muy similares entre si (NA2, LA2) (Cuadro
2). Los valores mas grandes de carvacrol se determinaron en las
colectas: LA2, SAU4, SR1, BOI, BO3, BO4, BOS, 4MI1, 4M5,
SI2 v Si4, la mayoria de ellas ubicadas en los grupos A vy C. Los
materiales con porcentajes superiores de timol fueron: LA2, LAS,
LA6, SAUT, SAU2, SAUS, INDI, IND3, IND4, NAI, SR4, BOI,
BO2, 4M3, 4M4 y SI4. De igual manera que en la produccion
de carvacrol, la mayor proporcién de los materiales con registros
sobresalientes de timol pertenecieron a los grupos A y C.

Andlisis SSR

La técnica de microsatélites diferencié 21 recolectas de orégano en 10
grupos de acuerdo al dendrograma generado (Figura 3). El promedio
mds alto en la produccién de aceite se observé en el grupo | (BO3,
BO4, BOS y BO6) (Cuadro 3); en tanfo que para el carvacrol,
correspondieron a los grupos F y Glos dos con un solo material; por
esa razén sus valores promedios resultaron superiores a los grupos
A, B, C el que incluyen genotipos con alta produccién de carvacrol,
como es el caso de la colecta SI2 del grupo A, cuyo porcentaje fue de
866. Se deferminé una banda de 100 pb en los materiales SRI, SR3,
SI3, 4M\5, con rendimientos de 6.2 a 7.6 ml de carvacrol

El promedio mayor de timol se obtuvo en el grupo D, que
integra las recolectas IND4, INDS, 4M3 y 4M4, en ellas se observé
un fragmento de 600 pb que pudiese relacionarse con la
produccién de timol (25.33 a 7257 ml), excepto la muestra INDS
que tuvo un registro de O/ mlL Mediante los microsatélites se
determinaron niveles mdés grandes de polimorfismo que con los
RAPD, por lo que algunos de los materiales analizados bajo esta
ultima técnica se integraron en un mismo grupo; mientras que con
la técnica de SSRs formaron parte de otros, fal es el caso de LAS,

LAG y BO2

El andlisis conjunto de los resultados de las dos técnicas de
amplificacién de ADN generé un tercer dendrograma, con seis
grupos; pero se mantuvo la estrecha relacién observada entre los
materiales, con los dos métodos por separado. Al igual que con
la técnica RAPD, se distinguieron tres genotipos complefamente
divergentes con el resto de las muestras evaluadas, dos de ellas muy
similaresentre si(NA2, LA2)(Figura 4); razén por la cual ambas pueden
pertenecer a una misma recolecta.

En términos generales, los ejidos Boquillas (BO) e Independencia
(IND) fueron las localidades con los genotipos de mayor produccién
de aceites esenciales. Llos dos ejidos mostraron una estrecha
relacién cuando se usé la técnica de RAPD’s; mientras que con
la de SSR se separaron, pero se observa una relacion entre ellos.

En cuanto a la calidad de aceite expresada en los porcentajes
de carvacrol y timol, los contenidos mds altos de carvacrol se
observaron en los materiales procedentes de los ejidos, Boquilla,
San Rafael, 4 de Marzo y San Isidro, municipio Parras de la Fuente.
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Cuadro 2. Produccién promedio de aceite, carvacrol y timol de los grupos formados por los genotipos de orégano mediante
el dendrograma generado por el andlisis de las frecuencias de bandas de ADN por la t#écnica RAPD “s.

Crupos obtenidos por RAPD s Promedios
, Aceite Carvacrol Timol
Grupo Materiales o % 5

LA3 050 342 636

(NA2, LA2) 050 475 7.30

D SI2y Sh 050 499 834
(BO4, BOO), (LAT, LA4, LAS, LAG) y (BOT, BO2, BO3 y BOS) 055 472 1436

B INDS, (INDT, IND4), (IND2, IND3) y (SI3, SR2) 058 336 1.3l

Sl4, (SAUT, SAUZ, SAU3, SAU4, SAUS, SAUG, NAT, NA3, NA4, SRT,
SR3, SR4, 4M2, 4M3), SAUZ y (4MI, 4M4, 4M5)

() = Materiales que no se pudieron diferenciar entre si.

A 045 324 13.87
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Cuadro 3. Produccién promedio de aceite, carvacrol y timol de los grupos formados por los materiales de orégano mediante
el dendrograma usando las frecuencias de bandas de ADN obtenidas por medio de la técnica microsatélites.

Crupos obtenidos por Micorsatélites Promedios
Aceite Carvacrol Timol
Grupo Materiales mg % %

J (SAU3 y SAU7) y LA3 043 190 848
\ BOS y (BO3, BO4, BO6) 060 506 80l
H SAU2 y LA6 050 265 1863
G SAU4 050 549 510
F SR 050 660 779
E (NA2, y BO2)y (SR3 'y SR4) 052 368 1603
D IND4, (IND5 y 4M4) Y 4M3 052 369 3134
C LA2 y (INDIT, IND2, IND3, LAl LA4, BOT) 054 43] 10.54
B SR2 y (SI3 'y 4M\5) 0.53 433 652
A (SAUT, SAUS y SAUG) , (NAT, NA3, NA4, LAS, SI4, 4M2),(SI2 y SIT) y 420 397 o

AM

()= Materiales que no se pudieron diferenciar entre s
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Respecto al timol sobresali¢ el germoplasma de los ejidos 4 de
Marzo, San Isidro y Boquila. En relacién a los municipios, resaltaron
por sus contenidos de aceite; asf como por sus porcentajes de timol v
carvacrol las recolectas de Parras de la Fuente.

Andlisis genético

El andlisis RAPD amplificd 10 marcadores, todos polimérficos (100%
de polimorfismo); el andlisis SSR amplificc 11 bandas, 10 de elas
polmérficas (1% de polimorfismo). En cuanto al indice de diversidad,
este fue de 48 y 4/%, respectivamente. Resultados que indican la
existencia de diversidad genética en las poblaciones de orégano que
se desarrollan en el estado de Coahuila y evidenciaron una estrecha
relacién entre los materiales evaluados. Asi mismo el andlisis de
varianza (Cuadro 4) indicé la presencia de diversidad genética dentro
y entre poblaciones. El andlisis de componentes principales (ACP)
mostré claras diferencias genéticas a nivel de poblaciones; ya que
los municipios se dispersaron en los dos primeros componentes (ACP]
y ACP2) (Figura 4). Aunque, el RAPD presenté el méximo polimorfismo,
la técnica de microsatélites diferencié un mayor nimero de materiales,

pues resultaron mds informativos los marcadores SSR; ya que cinco de
estos presentaron valores de PIC en un infervalo de 0265 a 0363

y con RAPD sélo tres marcadores tuvieron un PIC de 0.330 o 0.397.
DISCUSION

Con respecto a la situacion geogrdfica no hubo agrupacion de
genotipos, fampoco se observé concordancia del agrupamiento entre
los materiales con las dos t&cnicas utilizadas, lo que coincide con lo
citado para papa y cebada (Milbourne et al, 1997; Russell ef al, 1997)
Asf mismo, hay estudios que indican que a mayor polimorfismo entre
marcadores (SSR, RAPD y ALFP), existe una correlacién mds alta entre
datos y por lo tanto, la coincidencia en la formacién de los grupos
es grande (Powel et al, 1996; Pecina et al, 2001). En este trabaijo,
aunque el polimorfismo es alto (80 y Q0), es insuficiente para agrupar
alos genotipos de manera similar por las dos técnicas. Es probable que
lo anterior responda al bajo nimero de iniciadores empleados, por lo
que es recomendable el empleo de un mayor nimero de reacciones
RAPD y SSR para la discriminacién entre genotipos y aumentar la
robustez de los resultados.
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En la presente investigacion sélo se observéd consistencia de
agrupacién para los materiales BO3, BO4, BOS y BO6 vy entre
IND3, ND2, INDI, LA4 LAl, BOl SR2 y S13, los cuales tienen los
valores mds altos del contenido de aceite. Pese a que no existe
diferencia significativa en la produccién de aceites esenciales
en los materiales revisados, si se manifiesta consistencia en los
valores obtenidos en dos localidades: el ejido Boquillas del Refugio
municipio de Parras de la Fuente y el ejido Independencia, municipio
General Cepeda.

la variabilidad genética y su distribucién dentro y entre
poblaciones vegetales es importante para comprender su origen
y evolucién en condiciones naturales, determinarla en parientes
silvestres es Util para los fifomejoradores y genetistas. En el presente
trabaijo, la diversidad genética mostrada por la #cnica de RAPD
y SSR fue muy similar (48 y 47%) y es superior a la de otfros cultivos
(Powell et al, 1996; Hernandez et al, 2006; Gil et al, 2006)

Cuadro 4. Resultados estadisticos del andlisis de varianza conjunta (RAPD y SSR).

FV. gl SC CM p-valor
Poblacién 3 20.58 686 00001
Dentro 37 91.52 247 00001
Total 40 112.10 2.80

FV. = Fuente de variacién; gl = Grados de libertad; SC = Suma de cuadrados; CM = Cuadrado medio.

Los materiales colectados en la localidad de La Laguna, no producen
la mayor cantidad de aceite, pero si muestran consistencia en los
valores obtenidos; cabe sefialar que los genotipos de esta localidad
son adltivados, a diferencia de los colectados en los otros sitios, que son
materiales 100% sivestres, sin ningun tipo de manejo agrondmico.

La diferencia en la produccién de aceites esenciales; asi como,
en la concentracién de carvacrol y timol, probablemente se asocie a
la variablidad genética del germoplasma evaluado v a los factores
abidticos; no obstante que las regiones son geogrdficamente muy
cercanas, los pequefios cambios climdticos (temperatura) afectan la
produccién de los aceites esenciales, como ocurre en las oleaginosas
(Oliva et al, 2006), ya que se reconocieron zonas especificas donde
se localizan las plantas con mayor produccién de aceites esenciales.

En las poblaciones de orégano estudiadas la variacién genética
es moderada y concuerda con la diferencia en la produccion
de aceites esenciales; sin embargo, es mds coincidente con la
variacién en los porcentajes de timol en los materiales analizados.
Asi mismo pueden considerarse mayores a los resultados de la
clasificacién taxonémica tradicional, ya que se establecié que todos
los materiales de orégano evaluados pertenecen a la especie L.
graveolens HBK. Ademds, el nivel de diversidad genética indica
que aunque hay sobreexplotacién del recurso, existe suficiente
variacién entre los materiales de orégano procedentes del sureste
de Coahuia; ya que los municipios de Matamoros vy Parras de la
Fuente se dispersaron en los dos primeros componentes principales.
Por lo fanto es posible seleccionar individuos con potencial para
incrementar la produccién de aceites esenciales, sobre todo si se
les aplica algin tipode manejo agrondmico.
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Las dos técnicas utiizadas diferenciaron a la mayoria de los
genotipos incluiidos en el estudio y coinciden en algunos aspectos,
como establecer que el germoplasma de la localidad La Laguna es
el md&s divergente en relacién con los otros sitios de muestreo. Lo
anterior se explica por el hecho de que las colectas del municipio
de Matamoros son materiales cultivados, en los que ya se realizé
una seleccién y manipulaciéon del germoplasma. La técnica de
microsatélites resulté mds sensible y permitié observar un mayor
nimero de marcadores SSR, medianamente informativos, en
comparacién con RAPD, al mostrar valores de entre 025 y 0.5 de
PIC (Botstein et al, 1980). Con base en la reproducibiidad de los
resultados, se recomiendan las condiciones descritas en el presente
trabajo para llevar a cabo estudios de caracterizacion molecular
de un ndmero mds grande de material genético de orégano, con
cualquiera de las dos técnicas, lo cual incidird en un mejor uso,
aprovechamiento y conservacion eficiente de este recurso forestal
no maderable de gran importancia, sobre todo en zonas dridas y
semidridas del pais.

CONCLUSIONES

Los marcadores RAPD y SSR permitieron detectar un alto nivel de
polimorfismos en orégano. Sin embargo, no se logré diferenciar el
total de las colectas evaluadas y no fue posible agruparlas por su
situacion geogrdfica.

Lla diversidad genética fue moderada (47%) y mayor entre
poblaciones. Sin embargo, se establece que existe variabilidad
suficiente entre los genotipos de orégano y es posible seleccionar
germoplasma con potencial para incrementar la produccion de
aceites esenciales, sobre todo si a estos materiales se les da algun
tipo de manejo agrondmico.
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