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RESUMEN

Lippia palmeri Watson es un planta arbustiva del noroeste de México; importante por sus
propiedades industriales y comerciales. En el presente trabajo se utiliz6 la técnica de cultivo
de tejidos para propagarla en laboratorio, la cual nos proporciond un método de multiplicacion
clonal de plantas, con ayuda de hormonas de crecimiento vegetal donde se obtuvieron clones
del L. palmeri. Se realizaron cinco experimentos con el propdsito de evaluar el crecimiento de
explantes de Lippia palmeri por medio del cultivo de tejidos in vitro. Se utilizaron semillas
germinadas de Orégano para el experimento, asi como la de yemas laterales provenientes de
plantulas cultivadas en campo. Se utilizé dos medios de cultivo el primero Murashige y Skoog
(MS) y el segundo Woody Plant Medium (WPM), sin concentraciones hormonales, esto para
la obtencion de explantes provenientes de semillas de orégano anteriormente recolectadas. En
el primer experimento se utilizaron los dos medios de cultivo con diferentes concentraciones
de Acido Indol-3-butirico (AIB) y de 6-benciloaminopurina (BAP) sobre brotes de semillas
germinadas en laboratorio. Se observo que para los medios de cultivo que contenian AIB, los
brotes sembrados formaron callo, mientras que los medios en el que se us6 BAP, produjo la
formacion de pequenas hojas, por lo cual se propuso realizar otros cuatro experimentos pero
esta vez conteniendo los reguladores de crecimiento 6-benciloaminopurina (BAP) y Cinetina
con ambos medios de cultivo (MS y WPM). Se incubaron yemas laterales (de plantas de
campo) donde el medio de cultivo MS con concentracion 2 mgL™ de cinetina fue el que més
favorecio en el crecimiento de la planta. En el mismo medio de cultivo se observd que las
yemas in vitro obtuvieron mayor crecimiento en la concentracion 4 mgL’ de Cinetina.
Mientras que en el medio de cultivo WPM con ambos explantes de yemas laterales y yemas in

vitro no hubo un crecimiento considerable.



I. INTRODUCCION

Desde la colonizacion del territorio Mexicano, el hombre ha realizado actividades productivas
como la agricultura, la ganaderia, la mineria y la explotacion forestal; esta ultima causa
severos danos a la vegetacion natural provocando modificaciones o destruccion en el suelo.
Entre los factores que han afectado o perturbado la vegetacion estan: el desmonte, el
sobrepastoreo, la tala desmedida, los incendios y la explotacion selectiva de algunas especies

de uso comun (Rzedowski, 2006).

Las plantas se encuentran en el primer nivel de la cadena alimenticia ya que
proporcionan alimento para los seres vivos a través de la captura de energia del sol durante el
dia. Desde afios Los vegetales han sido poco a poco mejoradas con la seleccion de individuos
productivos, induciendo la realizacion de hibridos los cuales han formado la revolucion verde

(Martinez et al., 2004).

Uno de los métodos mas eficaces para la obtencion de plantas es la Micropropagacion,
la cual, por medio de la propagacion asexual de cualquier tejido de la planta permite obtener
un clon (individuos genéticamente idénticos descendientes de un mismo individuo por
mecanismos de reproduccion asexual) de la planta madre en condiciones de temperatura, luz y
humedad controladas (George et al., 2008). La aplicacion del cultivo de tejidos es muy
amplio; entre las técnicas utilizadas estd la clonacién de plantas, produccion de metabolitos
secundarios, conservacion de germoplasma y aunado a la ingenieria genética se han
transferido de manera directa genes a los vegetales, lo cual se aprovecha para mejorar el
cultivo de plantas y desarrollar metodologias para la obtencion de productos nuevos (Pérez et

al., 1999).

El cultivo de tejidos es el conjunto de técnicas que permite obtener una planta completa
a partir de cualquier parte de sus tejidos en condiciones asépticas, controlando luz,

temperatura y humedad (Dagla, 2012).

Las plantas in vitro pueden almacenarse por mucho tiempo utilizando alguna técnica de

conservacion como la refrigeracion o criopreservacion, de esta manera se reduce el espacio



fisico, la mano de obra y la contaminacion de los cultivos, ademas de la variabilidad genética

(Calva y Pérez, 2005).

Los reguladores de crecimiento vegetal inician el desarrollo de brotes y raices en
explantes (tejido vivo, separado de su organo propio y transferido a un medio artificial de
crecimiento) o embriones en medios de cultivo liquidos o semiliquidos. También estimulan la
divisién y la expansion celular. En algunas ocasiones los tejidos o un explante son autotrofos y

pueden producir sus propios suplementos de hormonas vegetales (Beyl, 2000).

Las hormonas vegetales tradicionales son las auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y
acido abscicico (Segura, 2000a). Las Auxinas se sintetizan en tejidos meristematicos, como
yemas en brotacion, hojas jovenes, extremidades de raiz. La funcion principal que realizan es
la elongacion celular. Las citocininas son las promotoras de la division celular y también
participan en la elongacion y la diferenciacién de las células cuando interactian con una
auxina. El efecto de la citocinina depende de la concentracion, la cual puede inhibir o
promover el desarrollo radicular. Se ha demostrado que una citocinina puede estimular el

aumento de la masa seca y crecimiento de las raices (Lima et al., 2010).

El orégano (Lippia palmeri Watson) tiene un gran valor comercial en el noroeste de
Meéxico; es aprovechado como sazonador en la cocina nacional e internacional y genera
beneficios en la medicina, pues es un toénico amargo que estimula el crecimiento de la flora
intestinal y combate algunas afecciones digestivas espasmos intestinales u otros dolores
abdominales; se aconseja la infusion de las hojas para aliviar los dolores de estomago. Es un
antiséptico, que contribuye en tratamientos contra afecciones de las vias respiratorias como
bronquitis, amigdalitis; es util para prevenir el asma. Se extrae aceite para la produccion de
farmacéuticos industriales para exportacion (Blanco et al., 2005).Diferentes extractos
provenientes de la hojas y del aceite esencial de orégano ha sido reportado por sus propiedades
antibacterianas, insecticidas, acaricidas y anticancerigeno (Zhang et al., 2010; Pascual et al.,

2001 y Ortega-Nieblas, 2011).

Es importante establecer y aplicar una metodologia adecuada para la obtencion de
plantas de orégano Lippia palmeri a través del cultivo de tejidos vegetales; La produccion

masiva de L. palmeri seria de gran ventaja en la obtencion de plantas para su uso alimentario,



medicinal e industrial, ademas, con la técnica de propagacion clonal se podrian reducir costos
disminuyendo asi el impacto para la planta en su estado natural debido a que se obtendrian

explantes en laboratorio, que se trasplantarian al invernadero y después al campo de cultivo.



II. ANTECEDENTES

I1.1 Descripcion

El género Lippia es considerado el de mayor produccion comercial, entre las especies que
destacan son Lippia berlandieri Shauer y Lippia graveolens. Las entidades de Durango,
Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas son los estados que producen mas

orégano comercial (Hernandez et al., 2012).

Lippia palmeri Watson pertenece a la familia Verbenacea, es importante por sus
propiedades aromaticas y medicinales; se distribuye en los Estados de Sinaloa, Baja California
Sur y Sonora (Corella et al., 2007), a esta familia pertenecen los géneros Lippia con tres
especies y Lantana con dos especies (Wills, 1973). La distribucién del género Lippia va desde
la republica mexicana hasta Argentina. Existiendo una mayor proporcion de especies en los
paises de Brasil, Argentina, México y Paraguay, donde las especies Origanum vulgare y

Oreganum onitis son aprovechadas para la medicina y la cosmetologia (Bassols y Gurni,
1996).

I1.2. Clasificacion Taxonomica

Reino Plantae

Subreino Viridaeplantae
Superdivision Tracheophyta
Division Euphyllophytina
Clase Spermatopsida
Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Verbenaceae
Subfamilia Rhododendroideae
Género Lippia

Especie palmeri (Watson, 1889).



I1.3. Orégano Lippia palmeri Watson

Lippia palmeri Watson se distribuye en los climas aridos y semidridos del estado de Sonora.
Es una planta arbustiva con ramificaciones, puede alcanzar una altura entre 0.70 y 1.20 m y
una cobertura foliar de 0.30 a 0.80 m. Su altura y didmetro foliar varia dependiendo de las

condiciones ambientales (temperatura, lluvia y suelo) (Ortega et al., 2008).

Es un arbusto aromatico y con un gran sabor; en zonas célidas su olor es de mayor
intensidad, con un sabor picante y con un perfume muy persistente. En el Noroeste de México
el Lippia palmeri tiene una amplia distribucion y abundancia, por lo cual es comercializado
por la industria farmacéutica, de licores, cosméticos, alimento y semillero. Las hojas se
utilizan por sus propiedades tonicas digestivas y antiasmaticas, se puede encontrar en cerros y
laderas de los estados de Sonora (Fig. 1) y Sinaloa; asi como también en la peninsula de Baja

California (CONAFOR, 2008).

Figura 1. Planta de Lippia palmeri silvestre del Puerto Orégano, Alamos, Sonora,

México.



I1.4. Usos y Aplicaciones de las Hojas y Aceite Esencial del Orégano

El orégano tiene una gran demanda debido a que su hoja posee gran contenido de aceite
esencial, el cual es aprovechado por recolectores mexicanos para venderlo e incrementar sus
ingresos; El litro de aceite tiene un costo de US$180 en el mercado internacional. El orégano
no es aprovechado completamente por lo cual es importante utilizar los residuos de la planta
(tallos) y los producidos por la extraccion de aceite (bagazo de hoja) para producir nuevos
productos (Corral et al., 2011). El aceite de orégano se utiliza como ingrediente activo; para
elaborar pomadas antirreumaticas y dermatolédgicas e incluso se utiliza en la industria de los
cosméticos, para fijar el aroma perfumes y jabones. Ademds es un sazonador de muchos

platillos de la cocina Mexicana y de muchos otros paises en el mundo (CONAFOR, 2008).

La recolecta de orégano en el territorio Mexicano es de aproximadamente 4000
toneladas por afio y la materia prima es recolectada de la vegetacion forestal y de algunos
cultivos (Huerta, 1997). Las especies de orégano Mexicano tienen aproximadamente mas de
20 afios de ser utilizadas industrialmente y se colecta cada afo de manera silvestre. El género
Lippia posee una gran diversidad de usos, es un recurso de valor incalculable, el cual se debe
de aprovechar de manera sostenible implementando programas de manejo y propagacion

(Lopez et al., 2011).

Figura 2. Hojas y frutos colectados de Lippia palmeri Watson.



I1.5. Propagacion en Tejido Vegetal

La propagacion in vitro es el cultivo aséptico de tejidos celulares y 6rganos en frascos de
vidrio o recipientes de plastico. La técnica del cultivo de tejidos consiste en sembrar un
embrion u otro tipo de muestra que tenga potencialidad de regenerarse en condiciones
asépticas utilizando nutrientes y hormonas. Las plantas tienen una capacidad especial para
generar una planta completa de un tejido obtenido de una planta madre, lo que se conoce como
clon (Couselo et al., 2010). Una propiedad que tienen los tejidos vegetales, es que pueden

aislarse y ser cultivados en un medio nutritivo adecuado (Pefia, 2000).
La propagacion asexual por cultivo de tejidos se puede resumir en los siguientes pasos:

1. Se selecciona un explante (semillas o alguna parte de la planta) previamente

desinfectada.

2. El explante se transfiere a un tubo de ensayo o frasco conteniendo medio de cultivo
con reguladores de crecimiento vegetal. El procedimiento se debe de hacer con cuidado para

no causar contaminacion en el explante.

3. Se espera el crecimiento durante semanas o meses en el cual el explante sembrado
en el medio nutritivo producird nuevos crecimientos, los cuales pueden ser cortados

(divididos) y multiplicado durante muchas ocasiones.

4. La division se hace bajo condiciones estériles, los cortes adquiridos son sembrados

en tubos con medio de cultivo conteniendo reguladores de crecimiento vegetal.

5. Se espera el desarrollo de los cortes realizados inducidos por reguladores de

crecimiento en el medio nutritivo en incubacidon en condiciones controladas.

6. Después se realiza la transferencia de las pequenas plantulas desde los frascos a

recipientes conteniendo suelos especiales bajo condiciones de invernadero.

7. Las plantas obtenidas son transferidas al aire libre para su aclimatacion. (Williams y

Rice, 1997; Suarez et al., 2006).



I1.5.1. Callo

Al crecimiento desorganizado de células a partir de tejidos de plantas se le conoce como callo.
El callo se inicia a partir de una pequefia parte de un 6rgano o tejido vegetal llamado explante

en un medio nutritivo solidificado en condiciones estériles (Baranjha y Ghosh, 2005).

Los tejidos del callo pueden servir como un sistema experimental para investigar y
resolver problemas de investigacion basica en la citologia, fisiologia, morfologia, anatomia,
bioquimica, patologia y genética. Los tejidos de 6rganos de las plantas pueden ser estimulados
para formar callo. Algunos factores quimicos como la nutricion mineral y los reguladores de
crecimiento pueden ocasionar el callo, también los factores ambientales como la luz,

temperatura, humedad y la constitucion genética o genotipo de la planta (Caponetti, 2000).
I1.5.2. Composicion del Medio de cultivo

El complemento basico de los medios de cultivo son las sales minerales, una fuente de
carbono, vitaminas y hormonas vegetales. Pueden ser liquidos y se les afiade agar, son
semisolidos o sdlidos, se controlan las condiciones ambientales como la luz, el fotoperiodo, la

temperatura y humedad (Pefia, 2000).

I1.5.2.1. Propiedades de las sales inorganicas o macronutrientes utilizando un medio de

cultivo

Los macronutrientes se caracterizan por tener punto de fusion alto y muchos son solubles en

agua (Kyte y Kleyn, 2000), de los cuales se utilizan los siguientes:

Calcio: Forma la pectina, una sustancia que mantiene unidas las paredes celulares.
Controla la permeabilidad y facilita el transporte de aminoacidos y carbohidratos por todo la
planta. Provoca el desarrollo de raices. La falta de calcio se puede ver reflejada en las puntas

muertas de un brote o raiz (Kyte y Kleyn, 2000).

Hierro: Participa en la sintesis de clorofila. Ademas actia en la conversion de energia
en la fotosintesis (proceso por el cual bidoxido de carbono y agua, con la ayuda de clorofila y
luz, se convierte en carbohidratos y el oxigeno es liberado). La planta que carece de Hierro

presenta un color amarillento en hojas jovenes (Kyte y Kleyn, 2000).



Magnesio: Es el elemento central en todas las moléculas de clorofila y es un importante
activador enzimdtico. Una cantidad inferior de magnesio provoca que las hojas se vuelvan

palidas (Kyte y Kleyn, 2000).

Nitrégeno: Influye principalmente en el crecimiento de la planta. Es un elemento
esencial en la composicion molecular de acidos nucleicos, proteinas, clorofila, aminoacidos,
alcaloides y algunas hormonas vegetales. El Nitrogeno en exceso provoca que la fruta no se

desarrolle (Kyte y Kleyn, 2000).

Fosforo: Es muy abundante en tejido meristematico. Como parte de las moléculas de
DNA y ATP (adenina trifosfato), es un elemento esencial en la fotosintesis y respiracion y
afecta la maduracion y desarrollo de la planta. La falta de fosforo provoca un crecimiento

lento y color rojo ptrpura (Kyte y Kleyn, 2000).

Potasio: es necesario para que se lleve a cabo la division celular y promueve el
crecimiento meristematico. Ayuda en la sintesis de carbohidratos y proteinas, en la fabricacion
de clorofila y en la reduccién de nitratos. Un bajo contenido de potasio hace que las plantas

sean débiles y anormales (deformes u hojas muertas) (Kyte y Kleyn, 2000).

Azufre: Promueve el desarrollo de las raices y el follaje verde oscuro (Kyte y Kleyn,

2000).
I1.5.2.2. Funciones de las sales organicas o micronutrientes

Boro: Desempefia un papel importante en el transporte de azlcares, agua y hormonas.
También se relaciona con el metabolismo del nitrogeno, frutos y la division celular, balancea

el azucar y el almidén. Un exceso de boro provoca debilidad o muerte (Kyte y Kleyn, 2000).

Cloro: Estimula la fotosintesis y el crecimiento en la planta. La falta de cloro se
relaciona con hojas marchitas y amarillas e incluso la muerte de la planta (Kyte y Kleyn,

2000).

Cobalto: Es un elemento de la molécula vitamina B, y es esencial para la fijacion del

nitrégeno (Kyte y Kleyn, 2000).



Cobre: Se cree que es necesario para la conversion de energia como una alternativa.
La deficiencia o falta de cobre provoca disminucidon del crecimiento, deformidades, hojas

manchadas (Kyte y Kleyn, 2000).

Yodo: No se le considera un elemento esencial, pero es un componente de algunos

aminoacidos (Kyte y Kleyn, 2000).

Manganeso: Es un elemento esencial en la membrana del cloroplasto. La carencia de

manganeso se caracteriza por hojas amarillas (Kyte y Kleyn, 2000).

Molibdeno: Ayuda en la conversion de nitrégeno a amonio y en su fijacion (Kyte y

Kleyn, 2000).

Zinc: Activa varias enzimas, ayuda en la formacion de la clorofila y en la produccion
de la auxina é4cido indolacético (AIA). La falta de zinc en la planta provoca deformidad en la
raiz y las hojas cambian de color bronce a amarillo hasta deformarse. Un exceso de zinc es

toxico en la planta (Kyte y Kleyn, 2000).
I1.5.2.3. Compuestos organicos

En los carbohidratos se encuentran sustancias quimicas orgdnicas importantes como los
azucares, almidones y celulosas. El carbono, hidrogeno y oxigeno son elementos primarios los
cuales componen las moléculas de carbohidratos. Las plantas que se desarrollan en cultivos in
vitro no pueden fabricar el azicar que se requiere, asi que debe de agregarse el medio de

cultivo una fuente de carbono necesaria para el crecimiento de la planta (Kyte y Kleyn, 2000).

Sacarosa: Es la fuente de carbono y es la mas utilizada en los medios de cultivo, la
concentracion varia de 2 a 3 %, en algunas especies se utilizan concentraciones muy altas (5 a
12 %). En ocasiones se utiliza la glucosa, fructosa y almidon para algunas especies. La
respuesta de los genes de una planta a los carbohidratos puede variar, algunos genes son
inducidos y otros son reprimidos. El azlicar es importante para la regulacion celular en las

plantas (Hurtado y Merino, 2001; George et al., 2008).

Vitaminas: El complejo vitamina B es parte esencial del metabolismo en la planta y

para su posterior crecimiento. Las sustancias mas comunmente utilizadas en los medios de



cultivo son: tiamina (es la vitamina mds importante, se involucra en el metabolismo de
carbohidratos y biosintesis de algunos aminoécidos), acido nicotinico y piridoxina, los cuales

son miembros del complejo de vitamina B (Kyte y Kleyn, 2000).

Adenina: Es Importante para las células como parte de las sustancias nucleares (ADN y
RNA). Tiene un efecto débil de citocinina. La adenina es utilizada como sulfato de adenina la

cual provoca la formacion de tallos (Kyte y Kleyn, 2000).

Inositol: Es un alcohol de azucar en el complejo B que se requiere en los medios de
cultivo. Se encuentra en forma de fosfato y se encuentra en las membranas, sobre todo en los

organelos de los cloroplastos (Kyte y Kleyn, 2000).

Acido nicotinico: Es una coenzima activa en reacciones de baja energia. Por lo general

para la elaboracion de medio nutritivo se requiere en bajas concentraciones (Kyte y Kleyn,

2000).

Piridoxina: Sirve como coenzima en algunas de las reacciones quimicas del

metabolismo. En medios de cultivo se incluye en forma de clorhidrato (Kyte y Kleyn, 2000).

Tiamina: Es esencial en los medios de cultivo porque trabaja como una coenzima en el

ciclo de la respiracion (Kyte y Kleyn, 2000).
I1.5.2.4. Sustancias gelificantes

Se debe utilizar Agar puro para el cultivo de tejidos vegetales; debido a que el agar de mala

calidad interviene o inhibe el crecimiento de cultivos (Trigiano y Gray, 2000).

Agua: Es el componente més importante de la planta debido a que se encuentra entre
un 80%-90% del peso fresco en hierbas y mas del 50% de las partes lefiosas, coordina directa

o indirectamente, en los procesos fisiologicos (Beyl, 2000).

En los medios de cultivo, se requiere agua de muy buena calidad, sin metales, es decir,
agua desionizada. El agua ordinaria contiene cationes, aniones, varias particulas,
microorganismos y gases que la hacen inapropiada para el uso en medios de cultivo. El agua
destilada, asi como el agua desionizada son las mejores para ser utilizadas en la elaboracion

del medio de cultivo (Trigiano y Gray, 2000).



I1.5.2.5. Reguladores de crecimiento vegetal

Las hormonas vegetales, también denominadas fitohormonas o reguladores de crecimiento
vegetal, son algunos componentes quimicos sintetizados en algin lugar de la planta, los cuales
se transportan a otra parte del vegetal donde actuan en bajas concentraciones, regulando el
crecimiento y desarrollo de la plantula entre otras funciones. Entre los reguladores existentes
estan las auxinas, citocininas y giberelinas que elongan la célula vegetal; y por otro lado el
Acido abscicico y el etileno que inhiben la division celular (Rojas et al., 2003). Generalmente
el crecimiento, diferenciacion y organogénesis de tejido viene siendo fiable agregandole una o
mas hormonas vegetales a el medio de cultivo (Sathyanarayana y Varghese, 2007). Ninguna
hormona vegetal ejerce un control Unico de alguna fase fisiologica, por lo que trabajan en

conjunto con otras fitohormonas (Segura, 2000 b).
I1.5.2.6. Auxinas

Son hormonas de crecimiento vegetal, son importantes debido a que estimulan el crecimiento

de las células de los brotes (Coleto, 1995; Gomez y Garcia, 2006) (Fig. 3).
Propiedades de las Auxinas:

Actividad en el crecimiento celular. El incremento de la plasticidad de la pared
esquelética permite la entrada de agua a la célula; provocando que la resistencia de
la pared disminuya y que la célula se alarga.

Modifica la permeabilidad de la membrana. Las auxinas provocan una
acidificacion la cual debilita la resistencia de la pared celular.

Participa en el metabolismo, principalmente en sintesis de RNA ribosomal.

Induce la division celular en células de origen.

Actua en la sintesis del etileno, el cual dependiendo de una cierta concentracion
vuelve a actuar para regular la concentracion de auxina en el nivel de transporte.
Retarda la caida de hojas y frutos (Bourne, 1996; Pérez et al., 1999).

La formacion de raices adventicias, la dominancia apical y el desarrollo de frutos

(Echeverria et al., 2000).



CH,—CH,—CH,—~COOH

Figura 3. Estructura quimica de una auxina. Acido Indol-3-butirico (AIB) (Echeverria et al.,

2000).

I1.5.2.7. Citocininas

Son fitohormonas provenientes de la purina, realizan la division celular de los tejidos de la

plantas con ayuda de las auxinas (Coleto, 1995; Gémez y Garcia, 2006).
Las propiedades mas importantes de las Citocininas:

Estimula el crecimiento de tallos y ramas.

Elimina la dormancia de las yemas y semillas de muchas especies.

Produce efecto en el fendmeno de dominancia apical (Bourne, 1996; Pérez et al.,
1999).

Fomenta la division y la expansion celular.

Retarda la senescencia en las hojas.

Estimula la sintesis de pigmentos.

En conjunto con las giberelinas, las citocininas (Fig. 4) modifican la estructura de las hojas en
las plantas. La cantidad de citocininas en las plantas depende de su biosintesis,

intercorversiones metabolicas y degradacion (Segura, 2000 b).
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Figura 4. Estructura quimica de dos citocininas. a) 6-Benciloaminopurina (BAP). b) 6-

Furfurilaminopurina (cinetina) (Segura, 2000 b).

I1.6. Propiedades en los Parametros del pH, Temperatura, Fotoperiodo, y

Desinfeccion

El pH es de suma importancia para el desarrollo de la planta. Un pH no optimo limita la
absorcion de los nutrientes, mientras que un medio de cultivo con pH &acido ocasiona
problemas en el crecimiento y dificulta la asimilacién de calcio, magnesio y potasio

(http://www.botanical-online.com/ph.htm). El rango adecuado para el crecimiento en una

planta esta entre 5.5 a 7.0. Un pH 7.0 es neutro, debajo de este nivel es acido y por encima es

alcalino (Hudson y Dale, 1986).

La temperatura es otro de los factores importantes que se debe de tomar en cuenta en el
cultivo de tejidos, interviene directamente en los procesos de regulacion del metabolismo
primario o secundario, ademas interviene en el desarrollo de los procesos fisioldgicos

(Plucknett y Williams, 1992).

La cantidad de luz es de gran importancia para la planta, influye en su crecimiento y
desarrollo (Garcia et al., 2006), por lo tanto se debe tener un control de la luz en los cultivos

que se desarrollan in vitro para lograr obtener plantas sanas para el posterior uso de ellas.

El area de trabajo debera presentar siempre condiciones de asepsia, para que no haya
contaminacion de los explantes por patdgenos externos y asegurar asi la probabilidad de tener
un cultivo exitoso. Las manos deben de estar limpias lavandolas con agua y jabon. También se

debe de utilizar cubre bocas cuando se esté llevando a cabo la siembra dentro de la camara de



flujo laminar, es la que proporciona las condiciones asépticas y es importante limpiarla con
alcohol y utilizar los rayos UV durante cierta cantidad de tiempo para eliminar patdégenos
indeseados. Durante la desinfeccion del material vegetal, se encuentran algunos dilemas entre
los cuales persisten la capacidad que tienen los agentes desinfectantes para dafiar los tejidos
vegetales y la existencia de organismos contaminantes y perjudiciales dentro del tejido
vegetal. Se ha recomendado reducir la concentracion y tiempo de lavado de los agentes que

son utilizados para la desinfeccion de los explantes (Robles y Ballesteros, 2006).



II1. JUSTIFICACION

El orégano constituye un recurso natural que crece en las zonas aridas y semiaridas del pais, es
de gran valor para la conservacion de suelos debido a que las raices de las plantas evitan la
erosion y asi se preservan mejor los ecosistemas; ademas tiene un gran impacto comercial y
social; a partir de este recurso, se obtienen productos de uso casero e industrial. EI problema
que presenta esta planta, es que se tiene un mal manejo a nivel silvestre debido a que los
colectores cortan la planta completa y en la sombra separan las hojas; es muy importante
contar con un plan de aprovechamiento y conservacion del orégano o de produccion del

mismo para no dafar sus poblaciones.

El cultivo in vitro, seria una buena alternativa para implementar la germinacion de
manera rapida a partir de cualquier parte de los tejidos (hojas, tallo, raiz y semilla) de la planta

del orégano, sin provocar un deterioro en las poblaciones silvestres.



IV. HIPOTESIS

Los reguladores de crecimiento AIB (acido indol-3-butirico), BAP (6-bencilaminopurina) y
Cinetina (6-Furfurilaminopurina) estimulan el desarrollo de plantulas de orégano Lippia

palmeri W. por cultivo de tejidos.



V. OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia para la propagacion de orégano Lippia palmeri W. a través de

cultivo de tejidos.



V.1. Objetivos Especificos

1) Obtener plantas de Lippia palmeri Watson in vitro, a partir de semillas y yemas laterales de

plantas creciendo en campo por medio de cultivo de tejidos.

2) Determinar la capacidad de regeneracion de yemas de las plantas germinadas in vitro y de

yemas laterales de plantas creciendo en el campo utilizando diferentes concentraciones de

reguladores de crecimiento en el medio de cultivo.

4) Determinar la concentracion de reguladores de crecimiento adecuada para la induccion de

brotes en el medio de cultivo.



VI. METODOLOGIA

VI.1. Material Vegetal.

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de cultivo de tejidos, en el Departamento de

Investigaciones Cientificas y Tecnolodgicas de la Universidad de Sonora (D.I.C.T.U.S).
Obtencion de yemas:

Yemas laterales: De las plantas colectadas en la parcela del Departamento de
Agricultura y Ganaderia(longitud y latitud), se recolectaron estacas con 4 a 5 entrenudos, las
cuales fueron llevadas al laboratorio de cultivo de tejidos, se lavaron con agua de la llave y se

extrajeron yemas laterales para posteriormente ser colocadas en el medio de cultivo.

Yemas in vitro: Por otra parte, se obtuvieron las yemas provenientes de las plantas
germinadas por semillas in vitro. Para lo cual las semillas obtenidas a partir de los frutos de la
planta de orégano (Fig.5), se sometieron a remojo durante 24 horas en agua desionizada y

posteriormente se sembraron en el medio nutritivo.

Figura 5. Semillas maduras e inmaduras de Lippia palmeri Watson



VI1.2. Desinfeccion y Siembra

Las semillas del orégano, fueron obtenidas al separarlas del fruto capsular. Se seleccionaron
semillas de Lippia palmeri con un color mas oscuro, se sumergieron en agua desionizada
durante 24 horas previa a la desinfeccion. Para la desinfeccion de las semillas se utilizod
alcohol al 96% por un minuto y después en una solucion de hipoclorito de sodio al 20% al
cual se le agrego6 una gota de detergente tween 20 por 12 minutos, se hicieron 3 enjuagues con
agua desionizada, las semillas fueron envueltas en hojas de papel tissue (4x6 pulgadas). Este
procedimiento se realiz6 en condiciones asépticas en la camara de flujo laminar (Marca Edge

Gard Hood).

Para las yemas laterales anteriormente cortadas directamente de la planta, se realiz6 el

mismo procedimiento de desinfeccion.

La siembra de semillas en medio nutritivo, se llevd a cabo en la camara de flujo
laminar (Fig. 6) previamente desinfectada con alcohol etilico, se mantuvieron las condiciones
asépticas con mecheros de alcohol. Las semillas sembradas en medio de cultivo se colocaron
en el cuarto de incubacion, al germinar y alcanzar una altura de 4-5 cm, se le efectuaron
cortes para extraer muestras (yemas) y sembrarlas en nuevos medios de cultivos con
reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones para obtener plantas y realizar otros

tratamientos.

Figura 6. Camara de flujo laminar.



V1.3. Medio de Cultivo

Se utilizaron los medios de cultivos WPM (tabla I) y MS (tabla II), se agregd 20 mL a tubos
de ensaye y frascos de cultivo, después se esterilizd en una autoclave modelo Sterilmatic,
durante 15 minutos a 121 °C y una presion de 15 1b. Se utilizoé el mismo medio de cultivo en

los tratamientos adicionando los reguladores de crecimiento AIB con concentraciones (0, 1 y

1.5M) yBAP con (0,3 y 6 M).

Las yemas cortadas de las plantas recolectadas se sembraron en medio WPM (Tabla I)

y MS (Tabla II) conteniendo dos citocininas BAP y cinetina.

Tabla I. Composicion de nutrientes del medio cultivo basal Woody Plant Medium (WPM).

Compuesto Concentracién (mgL'l) Compuesto Concentracion (mgL'l)
NH4NO3 400 CuSO04*5H,0 0.025
Ca(NO3)2*4H,0 556 FeSO4*7H,0 27.8
K,S04 990 Na,EDTA*2H,0 34
CaCl,*H,0O 96 m-Inositol 100
MgSO4*7H,0 370 Acido nicotinico 0.5
KH,PO4 170 Piridoxina*HCIl 0.5
H;BO; 6.2 Tiamina*HCI 0.1
MnSO,4*4H,0 22.3 Glicina 2.0
ZnSO4*7TH,O 8.6 Sacarosa 0.03
NaMoO4*2H,0 0.25 Agar 0.008

(Trigiano y Gray, 2000).




Tabla II. Composicion de nutrientes del medio cultivo basal Murashige & Skoog (MS).

Compuesto Concentracién ( mgL™) Compuesto Concentracién ( mgL™)
NH4NO3 4650 CuSO04*5SH,;0 0.025
KNO; 1900 FeSO4*7H,0 27.8
KI 0.83 Na,EDTA*2H,0 34
CaCl,*H,0O 440 m-Inositol 100
MgSO4*7H,0 370 Acido nicotinico 0.5
KH,PO4 170 Piridoxina*HCI1 0.5
H;BO; 6.2 Tiamina*HCI 0.1
MnSO4*4H,0 22.3 Glicina 2.0
ZnSO4*7H20 8.6 Sacarosa 0.03
NaMoO4*2H,0 0.25 Agar 0.008
CoCL*H,0 0.025

(Murashige & Skoog, 1962).

V1.4. Cortes Vegetativos

Se realizaron cortes vegetativos (yemas) en plantas de semillas germinadas in vitro, que
estaban en incubacion para ser sembrados en el medio de cultivo, (Fig. 7). Los cortes se
efectuaron dentro de la camara de flujo laminar en condiciones asépticas (Fig. 6), para
posteriormente sembrarlas en medio cultivo WPM y MS adicionado con reguladores de

crecimiento BAP y AIB en diferentes concentraciones (M).

A las estacas colectadas de la parcela del Departamento de Agricultura y Ganaderia, se
le extrajeron yemas de los brazos axilares; las cuales fueron sometidas a los métodos de
desinfeccion anteriormente mencionados. Posteriormente fueron incubados en medio de
cultivo MS y WPM con diferentes concentraciones de BAP y cinetina (mgL") en la camara de

flujo laminar.




Figura 7. Cortes vegetativos: a) Seleccion de la plantula in vitro. b) Cortes de yemas.



V1.5. Tratamientos

A los medios de cultivo se les adicionaron los siguientes reguladores de crecimiento para
observar su efecto sobre las yemas in vitro: auxina: acido indol-3-butirico (AIB) en tres
diferentes concentraciones (0, 1 y 1.5 M) y la citocinina: 6-bencilaminapurina (BAP) en tres
diferentes concentraciones (0, 3 y 6 M) (Tabla III), se llevd a cabo la combinacion de ambas
para obtener un total de nueve tratamientos en ambos medio de cultivo MS y WPM, cada uno
con 10 repeticiones. La unidad experimental fueron tubos de ensaye y frascos tipo gerber con

un explante (muestra) cada uno.

Tabla III. Concentraciones de los reguladores de crecimiento AIB y BAP (M).

AIB BAP
0 0
0 3
0 6
1 0
1 3
1 6
1.5 0
1.5 3
1.5 6

Con las yemas laterales (yemas de las plantas del campo) se utilizaron las citocininas:
BAP y Cinetina. La 6-bencilaminapurina (BAP) en tres diferentes concentraciones (0, 3 y 6
mgL'l) (Tabla IV) y cinetina (0, 2, 4 y 6m) (Tabla V). Se utilizaron 9 tratamientos con
diferentes concentraciones de citocininas con 10 repeticiones cada uno en cada medio de
cultivo (MS y WPM). Las unidades experimentales fueron 90 frascos con 5 explantes cada

uno.



Tabla IV. Concentraciones de 6-Bencilaminapurina (BAP).

BAP mgL™"
0
3
6

Tabla V. Concentraciones de cinetina.

CINETINA mgL™"
0

2
4
6

V1.6. Siembra e Incubacion de Yemas Germinadas en Laboratorio en los Tratamientos

AIB y BAP

Se realizaron cortes a las muestras vegetativas provenientes de las semillas germinadas in
vitro, se sembraron un total de 10 explantes en cada medio de cultivo conteniendo las
diferentes combinaciones de AIB y BAP todo se llevo a cabo en la camara de flujo laminar en

condiciones asépticas.

Se sembr6 un explante en cada frasco tipo gerber conteniendo 10 mL de medio de
cultivo; 5 explantes para el medio WPM y 5 explantes para el medio MS. Fueron llevados al
cuarto de incubacidon donde se les mantuvo a una temperatura de 251 °C, con una humedad
relativa de 80% y fotoperiodo de 16 horas luz. El registro de los datos se hizo cada siete dias

durante cuatro semanas.



VI.7. Siembra e Incubacion de los Tratamientos BAP y cinetina en Yemas Laterales

Se realizaron cortes a las estacas traidas del Departamento de Agricultura y Ganaderia de la
Universidad de Sonora. Se lavaron, se desinfectaron, se enjuagaron y se sembraron en
condiciones asépticas un total de 210 explantes en cada medio de cultivo (MS y WPM). 105

explantes para BAP y otros 105 explantes para cinetina en la camara de flujo laminar.

Se sembraron 5 explantes en cada frasco tipo gerber conteniendo 10 mL de medio
cultivo (WPM y MS) y se colocaron en el cuarto de incubacién donde se mantuvieron a una
temperatura de 25°C, con humedad relativa de 80% y con fotoperiodo de 16 horas luz, los

datos se registraron durante cuatro semanas.
VIL.8. Registro de Datos

Las plantas germinadas en los medios de cultivo se midieron cada siete dias durante4 semanas.
El registro se llevo a cabo por fuera del frasco de vidrio con una regla graduada elastica, para

evitar contaminacion.
V.1.9. Diseiio Experimental

Se empled un disefo experimental completamente al azar con tres repeticiones y los resultados
obtenidos fueron evaluados con el analisis estadistico de varianza de una via para establecer la
dependencia entre variables a analizar, la respuesta del genotipo a la induccién de brotes y el

efecto del medio de cultivo en la induccion de brotes.

Se uso la prueba de LSD con un nivel de significancia del 95% para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos utilizados. Se utilizo el programa StarGraphic

version Plus 5.1 para analizar los datos obtenidos.



VII. RESULTADOS

VIIL.1. Germinacion de Semillas de Lippia palmeri Watson

Se observo una germinacion del 12% de un total de 50 semillas sembradas en medio de cultivo
MS y 10 % de germinacion de semillas en el medio WPM. Durante el proceso de incubacion
solo germinaron 6 semillas en el medio MS basal mientras que para WPM fueron 5 semillas
germinadas, en estas plantulas se hicieron los cortes vegetativos a las yemas en condiciones

asépticas para obtener material y poder realizar el experimento.
VIL.2. Tratamiento con Acido-indol-3-butirico y 6-bencilaminopurina

Durante la evaluacion de los resultados obtenidos en las muestras inoculadas en los medios
nutritivos con los reguladores de crecimiento vegetal (AIB y BAP) en diferentes
concentraciones se observo que AIB en el medio MS reduce o inhibe el crecimiento de tallo
de los cortes vegetativos e induce a la formacion de callo. En la cuarta semana de incubacion,
se observo el inicio de la formacion de callo de un color amarillo-verdoso en las
concentraciones 1 y 1.5 M de AIB (Fig. 8). En las yemas de semillas germinadas in vitro que
fueron sometidas en las combinaciones de AIB y BAP no se obtuvo un crecimiento
considerable. En los tratamientos donde se adiciond 6-bencilaminopurina, se obtuvieron
mejores resultados en las muestras que estuvieron en el medio de cultivo MS basal y las
concentraciones de 3 y 6 M de 6-bencilaminopurina (Fig. 9). En las muestras incubadas en el
medio de cultivo WPM, no hubo un crecimiento considerable. En el tratamiento basal (WPM)
y la concentracion BAP 3 M se pudo observar a la tercera semana el crecimiento de callo de

un color amarillento (Fig. 10).

En los resultados obtenidos en los explantes sembrados en el medio de cultivo
conteniendo las combinaciones de Acidoindol-3-butirico y 6-bencilaminopurina, se observo
que los mejores crecimientos se obtuvieron en las muestras con la citocinina BAP en
diferentes concentraciones por lo cual se realizd otro experimento pero esta vez comparando
dos citocininas la 6-bencilaminopurina (BAP 0, 3 y 6 mgL™") y 6-furfurilaminopurina (cinetina

0,2,4y6mgL™).



Figura 8. Crecimiento obtenido a partir de yemas de plantas germinadas in vitro, en medio MS
a) Medio de cultivo MS,b) AIB1 M.yc) AIB1.5M



Figura 9. Crecimiento obtenido a partir de yemas de plantas germinadas in vitro, en medio MS

a) Medio de cultivo MS, b) BAP 3 M y c) BAP 6 M en cuatro semanas de incubacion.



Figura 10. Crecimiento obtenido a partir de yemas de plantas germinadas in vitro, en medio
WPM a) Medio de cultivo y WPM b) BAP 3 M.



VIL.3. Seleccion de Tratamiento BAP y Cinetina en Yemas in vitro.

En el experimento con diferentes combinaciones de AIB y BAP, se observé poco o nada de
crecimiento en yemas provenientes de plantulas de semillas in vitro, al utilizar el regulador de
crecimiento AIB (0, 1, 1.5 M) en el medio de cultivo MS, mientras que al utilizar AIB y BAP
en el medio de cultivo WPM, no se observaron resultados favorables en las yemas de semillas
obtenidas in vitro. Se observo en ambos medios de cultivo que la fitohormona AIB no genera
mucho crecimiento en los explantes inoculados, sin embargo, al estar la BAP en el medio
nutritivo, si se observaron resultados prometedores. Por lo cual, se disené otro experimento
preparando nuevo medio de cultivo anadiendo el regulador de crecimiento 6-
bencilaminopurina BAP (0, 3, 6 mgL™"), ademas se hizo nuevo medio de cultivo WPM con el
regulador de crecimiento cinetina con concentraciones (0, 2, 4, 6 mgL ™" para observar en qué
concentracion o concentraciones se tienen mejores crecimiento de plantas y comparar ambas

citocininas.

Se realizaron un total de siete tratamientos con tres repeticiones cada uno, sembrando 3
explantes de yemas obtenidas de las plantas germinadas en los medios de cultivo MS y WPM
basal. Se utilizo el medio MS y WPM con diferentes concentraciones de BAP (0, 3, 6 mgL™),
y cinetina (0, 2, 4,6 mgL'l), se usaron frascos de vidrio tipo gerber para el cultivo (Fig. 11) con
10 mL de ambos medio de cultivo. Fueron 21 explantes para el tratamiento de MS y 21
explantes para WPM, los cuales se incubaron con una temperatura de 25°C, humedad relativa

de 80% y un fotoperiodo de 16 horas luz.
VIL.4. Resultados en el Tratamiento con BAP y Cinetina en Yemas in vitro

A los 30 dias de incubacion, se observo desarrollo de hojas y tallos en las muestras creciendo
en el medio de cultivo MS con cinetina. El mejor crecimiento se obtuvo en el tratamiento con
4 mgL™" de cinetina donde se presenté desarrollo de tallo (Figura 11), al analizar los resultados
estadisticamente se observd que no hay diferencias en las muestras que estuvieron en la
concentracion de 6 mgL'lde cinetina (Tabla VI). En el medio de cultivo WPM conteniendo la
misma cantidad de cinetina no se obtuvo un crecimiento significativo en los explantes y fue
menor el crecimiento obtenido (Tabla VIII), en esta tabla se observa que estadisticamente no

presentaron diferencias significativas.



Tabla VI. Efectos de la 6-Furfurilaminopurina (mgL™") sobre yemas in vitro de Lippia

palmeri en cuatro semanas de incubacion en MS (n=6).

Tratamiento | Concentracion (mgL'1 ) Crecimiento Diferencia
(cm) estadistica
1 0 1.85 b
2 2 0.67 b
3 4 2.2 a
4 6 1.1 ab




Figura 11.Crecimiento obtenido de las muestras en el medio de cultivo MS de las yemas in

vitro. a) Medio de cultivo MS b) cinetina 2 mgL™" ¢) cinetina 4 mgL" d) cinetina 6 mgL™



VII.5. Resultados con Distintas Concentraciones de BAP en Yemas in vitro.

En los resultados obtenidos en las muestras creciendo en las combinaciones de la auxina AIB
y citocinina BAP se observd que los mejores crecimientos de plantulas se obtuvieron en
presencia del regulador de crecimiento 6-bencilaminopurina (Fig.12) en el medio de cultivo.
Por lo cual se planted un nuevo experimento con concentraciones de BAP (0, 3 mgL™, 6 mgL"
" y el regulador de crecimiento cinetina (0, 2, 4,6 mgL™) en ambos medios de cultivo WPM y

MS pero sin combinar los reguladores de crecimiento.

Los mejores resultados de este experimento se obtuvieron en el medio de cultivo MS,
en el cual sin la adicion de reguladores de crecimiento, se obtuvieron mejores resultados, la
planta desarrollé hojas, tallo y raiz (Fig.13). En el medio WPM no se obtuvo crecimiento

significativo.

Tabla VII. Efectos de la 6-Bencilaminopurina (mgL'l) sobre yemas in vitro de Lippia

palmeri en cuatro semanas de incubacion en medio de cultivo MS(n= 6).

Tratamiento | Concentracion (mgL'l) Crecimiento Diferencia
(cm) estadistica

1 0 1.7 a

2 2 1.65 a

3 3 1.8 a




Figura 12. Crecimiento obtenido de las muestras en el medio de cultivo MS yemas in vitro. a)

Medio de cultivo MS, b) BAP 3 mgL™y ¢) BAP 6 mgL™



Figura 13. Enraizamiento de cortes vegetativos realizados a plantas cultivadas in vitro en

medio de cultivo MS.



Tabla VIIL. Efectos de la 6-Furfurilaminopurina (mgL™") sobre yemas in vitro de Lippia

palmeri en cuatro semanas de incubacion en WPM (n=6).

Tratamiento Cinetina (mgL'l) Crec.(cm) Diferencia
estadistica

1 0 0.25 a

2 2 0.25 a

3 4 0.216667 a

4 6 0.2 a

Tabla IX. Efectos de la 6-Bencilaminopurina (mgL™) sobre yemas in vitro de Lippia palmeri

en cuatro semanas de incubacion en WPM (n=6).

Tratamiento BAP (mgL'l) Crec. (cm) Diferencia
estadistica

1 0 0.25 a

2 3 0.25 a

3 6 0.216667 a




VII.6. Resultados con Distintas Concentraciones de 6-Bencilaminopurina y Cinetina en

Yemas Laterales.

En la siembra de las yemas provenientes del Departamento de Agricultura y Ganaderia, se
utilizaron las mismas concentraciones de BAP (0, 3, 6 mgL™") y cinetina (0, 2, 4, 6 mgL™") en
medios de cultivo MS y WPM. El mejor resultado se obtuvo en el medio de cultivo MS con 2
mgL™" de cinetina, al analizar los datos estadisticamente, no hubo diferencias significativas en
las muestras sometidas a la concentracion de 4 mgL™ de cinetina (Tabla X). En las yemas en
BAP se observé una disminucion en el crecimiento en la concentracién de BAP 3 mgL™

(Fig.14), observandose que no hubo diferencia estadistica entre concentraciones (Tabla XI).

Tabla X. Efectos de la 6-Furfurilaminopurina (mgL'l) sobre yemas laterales de Lippia palmeri

en cuatro semanas de incubacion en MS (n=11).

Tratamiento | Concentracion (mgL'l) Crecimiento (cm) Diferencia
estadistica
1 0 0.536364 ab
2 2 0.581818 a
3 4 0.545455 ab
4 6 0.254545 b

Tabla XI. Efectos de la 6-Bencilaminopurina (mgL™") sobre yemas laterales de Lippia palmeri

en cuatro semanas de incubacion en MS. Todas las medias son iguales (n=5).

Tratamiento | Concentracion (mgL™) | Crecimiento (cm) Diferencia
estadistica

1 0 0.82 a

2 3 0.54 a

3 6 0.66 a




Tabla XII. Efectos de la 6-Furfurilaminopurina (mgL"') sobre yemas laterales de Lippia

palmeri en cuatro semanas de incubacion en WPM (n=8).

Tratamiento | Concentracion (mgL'1 ) Crecimiento Diferencia
(cm) estadistica

1 0 0.2 b

2 2 0.46 a

3 4 0.2 b

4 6 0.2 b

Tabla XIII. Efectos de la 6-Bencilaminopurina (mgL'l) sobre yemas laterales de Lippia

palmeri en cuatro semanas de incubaciéon en WPM (n=16).

Tratamiento | Concentracion (mgL'l) Crecimiento (cm) Diferencia
estadistica

1 0 0 a

2 3 0.23 a

3 6 0.2 a




Figura 14. Crecimiento obtenido de las muestras en el medio de cultivo MS de yemas laterales

recolectadas del Departamento de Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora. a)

Medio de cultivo, MS b) BAP 3 mgLy ¢) Medio de Cultivo MS d) cinetina 2 mgL™



VIII. DISCUSION

La demanda nacional e internacional de orégano, se ha mantenido a través de los afios, con las
poblaciones silvestres existentes de la planta. Una alternativa para no continuar explotando
este recurso, que constituye un recurso natural de las zonas aridas es buscar maneras para su
cultivo. Una manera de reproduccion de la planta de orégano, seria la propagacion in vitro, por
medio de la cual se podrian lograr plantas seleccionadas, sanas y de muy buenas

caracteristicas.

El porcentaje de germinacion de Lippia palmeri utilizando el acido giberélico para
inducir la semilla es alto (70%) (Corella et al., 2008). En el presente trabajo el porcentaje de
germinacion fue de 12% en el medio de cultivo MS y 10% en el medio nutritivo WPM, en el
cual las semillas fueron sumergidas en agua desionizada durante 24 horas. Se puede utilizar el
acido giberélico para la induccion de las semillas y utilizarlo en medios de cultivo in vitro para
incrementar el porcentaje de germinacion, con esto se puede obtener un mayor nimero de

plantas, para asi propagarlas como se realiz6 en el presente trabajo.

En el experimento realizado con combinaciones de Acido-3-Indolbutirico y 6-
bencilaminopurina en medio de cultivo MS, la auxina inhibi6 el crecimiento en los explantes
inoculados y estimuld la produccion de callo. Ortiz et al. (2007) utilizaron estacas uninodales
de plantas cultivadas in vitro en medio de cultivo MS utilizando la combinacion de
concentraciones de acido naftalenacético y 6-benciladenina (0.01:0.01, 0.1:0.1 y 0.5:.5 mg/L)
durante 45 dias; en sus resultados se desarrollaron callos embriogénicos, los cuales fueron
transferidos en diferentes concentraciones de sacarosa y Acido Indol-3-butirico para regenerar

un planta.

Las yemas in vitro sometidas en el medio de cultivo con las concentraciones de la
citocinina BAP (0, 3, 6M) en medio de cultivo MS mostraron un desarrollo 6ptimo de tallos y
hojas, resultados que coinciden con los obtenidos en Lippia alba; en donde encontraron que
entre mayor se la concentracion de BAP en el medio nutritivo, mejor serd la proliferacion de

la planta (Gupta et al., 2001).



Las yemas laterales recolectadas del Departamento de Agricultura y Ganaderia, fue
poco el crecimiento que se obtuvo en ambos medios de cultivo utilizados, algunas yemas
desarrollaron hojas laterales, pero al paso de una semana mostraron necrosis. En el medio de
cultivo MS sin reguladores de crecimiento se observéd crecimiento de yemas laterales (Tabla
XII), mientras que en el medio de cultivo WPM los mejores resultados se observaron en las
muestras que estuvieron con la concentracion de 2 mgL" de cinetina (Tabla XIII). En un
estudio realizado con Vaccinium meridionale, donde se utilizaron los medios de cultivo MS y
WPM con diferentes concentraciones de acido Indol-acético y 6-benciladenina, obteniendo un
bajo porcentaje de germinacion y necrosis, el cual puede estar influenciado por la
concentracion y composicion de macroelementos usados en el medio de cultivo y la adicion de
citocininas (Rache y Pacheco, 2010). El desarrollo de los explantes puede ser una limitante
ocasionados por el tratamiento de desinfeccion utilizado y por el estado fitosanitario en que se

encuentre la planta madre (Uribe et al., 2008).

Al comparar los resultados obtenidos con yemas laterales (provenientes de las plantas
del Departamento de Agricultura y Ganaderia de la UNISON) con las yemas de orégano
obtenidas in vitro, (Tablas VI y X), con la cinetina en medio MS, se observo que en las yemas
in vitro se favorecid el crecimiento en la concentracion de 4 mgL'1 de cinetina (Tabla VI),
mientras que en yemas laterales, su crecimiento se vio favorecido con la concentracion de 2
mgL™" de cinetina (tabla X). En las yemas in vitro sembradas en el medio de cultivo MS con
diferentes concentraciones de BAP y cinetina se presentd una mejor respuesta en la
concentracion de 4 mgL™ se observod el mejor crecimiento segin los resultados estadisticos
registrados en cuatro semanas (Tabla VI). En las yemas cultivadas in vitro en el medio de
cultivo WPM con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal, no se
observaron diferencias significativas entre BAP y cinetina, en las muestras incubadas en el
medio de cultivo, no presentaron crecimiento considerable (Tabla X y Tabla XI). En trabajos
efectuados con la especie L. dulcis se multiplicaron yemas apicales en medio de cultivo MS
sin reguladores de crecimiento vegetal; para obtener un color y textura ideales se utiliz6 el
medio de cultivo MS con 0.1 mg/l 2,4-diclorofenoxiacético el cual estimulo la formacion y
crecimiento de callos y se pudo realizar la multiplicacion, se establecid una suspension celular
en medio de cultivo MS con la combinacion de los reguladores de crecimiento 2,4 D (0.5

mg/l) y cinetina (0.1 mg/l) (Urrea et al., 2009).



En las concentraciones en BAP 0 mgL",4 mgL",6mgL" del medio de cultivo MS
donde después de las cuatro semanas de incubacidon se empezd a desarrollar la formacion de
raices siendo el medio sin adicidon de reguladores de crecimiento vegetal (BAP 0) se obtuvo
mayor longitud de raices, Yadav y Sing (2010) encontraron resultados similares al trabajar con
segmentos nodales de Spilanthes acmellaMurr inoculados en medio de cultivo MS con el
regulador de crecimiento BAP; en las muestras que estaban en la concentracion 1.0 mg/l se
observo el mayor niumero de brotes de la planta y estos brotes fueron disminuyendo a medida

a que se incrementaba la concentracion de 6-bencilaminopurina (BAP) en el medio nutritivo.



IX. CONCLUSIONES

El orégano (Lippia palmeri) es de gran importancia en el estado de Sonora debido a la
demanda que tiene como condimento y el alto valor de su aceite esencial. Durante la
realizacion de este trabajo se establecié un método de propagacion in vitro para obtener una
técnica de propagacion vegetativa y asi no dafar sus poblaciones silvestres en futuras

cosechas.

En la presente tesis se demostrd que las yemas provenientes de plantas cultivadas in
vitro, es decir, yemas provenientes de las plantulas que crecieron de semillas que germinaron
en condiciones controladas de temperatura, luz y humedad relativa en el cuarto de incubacion
en el laboratorio; sembradas en medio de cultivo MS en concentraciones (0, 3, 6 mgL'l) de 6-
Bencilaminopurina (BAP), serian la mejor opcion para el crecimiento de L. pal/meri debido a

que desarrollaron raices después de 6 semanas de incubacion.

En cinetina la respuesta en los explantes cultivados fue mucho menor, solamente se

desarrollaron tallo con hojas y no se observo el crecimiento de raices.

Enlos explantes extraidos de las plantas de campo, las diferentes concentraciones de
6-Bencilaminopurina y cinetina no fueron de ayuda para la brotacion; se observo el desarrollo
de hojas en las yemas cultivadas, pero no presento elongacion del tallo y ni el crecimiento de

raices.

En este experimento se pudo observar que la auxina AIB (Acido Indol-6-butirico) en
diferentes concentraciones permite el desarrollo de callo en las yemas obtenidas a partir de

semillas germinadas en laboratorio.



X. RECOMENDACIONES

Es importante continuar probando diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento en
medio de cultivo MS, para desarrollar plantas que se puedan propagar y seleccionar asi la
opcion mas viable para obtener clones de Lippia palmeri y poder contar con una metodologia
de propagacion asexual para no perjudicar las plantas que se encuentran de manera silvestre y

constituyen un recurso natural que se debe cuidar.

Se deben de emplear diferentes métodos de desinfeccion en el material vegetativo; y
asi evitar menos contaminacion y el menor dafio posible en los tejidos de los explantes a

utilizar.

Se debe establecer diferentes métodos de germinacion de semillas, para obtener un
mayor numero de plantas a las cuales se les puedan realizar cortes vegetativos y obtener mayo
material para la incubacidn en las diferentes concentraciones con reguladores de crecimiento

vegetal.
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