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MORFOGENESIS in vitro DE Salvia hispanica L.
José Carlos Crespo Rosas, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

La Chia (Salvia hispanica L.) es un cultivo de gran importancia econémica por su alto
contenido de proteinas y aceites de alto valor nutritivo para la alimentacién humana;
sin embargo se requieren técnicas que permitan obtener semilla de alta calidad. El
objetivo de esta investigacion fue desarrollar un sistema eficiente para la morfogénesis
in vitro via organogénesis de tres variedades de S. hispanica y evaluar la viabilidad
econdmica y financiera de su implementacion. La desinfecciéon de las semillas se hizo
con hipoclorito de sodio (15% v/v) + Tween®20 (0.5% v/v) por 20 min. La germinacién
se logré en medio MS a la mitad de concentracién de sales después de dos semanas.
Para inducir la organogénesis apices de brote, yemas axilares y segmentos de tallo de
plantulas germinadas in vitro se cultivaron en medio MS con 50% de la concentracion
de nitratos adicionado con cinetina y bencilaminopurina (2.5 -15 pM). Después de
cuatro semanas, 5 pM de Cinetina produjeron 16.3 brotes por explante para la variedad
“Blanca 54”7, 14.9 brotes para la variedad “Negra 59” y 10.5 brotes para la variedad
“Pinta”. La multiplicacién de brotes también result6 efectiva con 5 uM de Cinetina; se
generaron 28.5 brotes para la variedad “Blanca 54”, 23.3 brotes para la variedad “Negra
59” y 28.6 brotes para la variedad “Pinta”. Brotes de 2.5 cm de longitud se enraizaron
en medio MS al 50% de concentracién de sales adicionado con 0.57 pM de AIA después
de dos semanas. La aclimatacién de plantulas de 5 y 8 cm fue de 70% para la variedad
“Negra 59” y “Blanca 54” y 80% para la variedad “Pinta” en mezcla de turba y perlita
(1:1) y regadas con solucion Steiner 50%. El analisis financiero del proceso morfogénico
descrito resulté viable econémica y financieramente, con una R B/C de 1.27, con un

costo por planta aclimatada de $2.1.

Palabras clave: Organogénesis, Chia, micropropagacion, econémico, financiero.
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In vitro MORFHOGENESIS OF Salvia hispanica L.
José Carlos Crespo Rosas, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018
ABSTRACT

The Chia (Salvia hispanica L.) is a crop of great economic importance for its high content
of proteins and oils of high nutritional value for human diet. The great relevance of this
species requires the implementation of techniques that allow obtaining high quality
seed. The objective of this study was to develop an efficient system for in vitro
morphogenesis via organogenesis of three varieties of S. hispanica and to evaluate the
economic and financial viability of its implementation. The disinfection of the seeds
was done with sodium hypochlorite (15% v / v) + Tween®20 (0.5% v / v) for 20 min.
Germination was achieved in MS medium at half salt concentration after two weeks.
To induce organogenesis shoot apices, axillary buds and stem segments from
germinated seedlings in vitro were cultured in MS medium with 50% of the nitrate
concentration added with kinetin and benzylaminopurine (2.5 -15 pM). After four
weeks of culture, 5 pM of Kinetin produced 16.3 shoots per explant for variety “Blanca
54”,14.9 shoots for variety “Negra 59” and 10.5 shoots for variety “Pinta”. The shoots
multiplication was also effective with 5 pM of Kinetin; 28.5 shoots were generated for
variety “Blanca 54”7, 23.3 shoots for variety “Negra 59” and 28.6 shoots for variety
“Pinta”. Shoots of 2.5 cm in length were rooted in MS medium at 50% concentration of
salts added with 0.57 uM of IAA after two weeks. The acclimatization of 5 and 8 cm
seedlings was 70% for the variety “Negra 59” and “Blanca 54” and 80% for variety
“Pinta” in a mixture of peat and perlite (1: 1) and watered with 50% of Steiner solution.
The financial analysis of the described morphogenic process was economically and

financially viable, with a CBR of 1.27, with a cost per acclimatized plant of $ 2.1.

Key Words: Organogenesis, Chia, micropropagation, ecomic, financial.
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I. INTRODUCCION

Debido al incremento del consumo de alimentos sanos, inocuos, de alto valor nutritivo,
benéficos para la salud de las personas y que posean una accién preventiva contra
enfermedades, se ha impulsado al estudio de distintas especies vegetales que brinden
estas caracteristicas al incluirlos en una alimentacién diaria (FAO, 2014). La Chia (Salvia
hispanica L.) es una de esas especies con un alto contenido de proteinas y aceites y por
ello se ha incrementado el interés comercial y de investigacion cientifica para la
produccion de semilla. Las condiciones climaticas de México son propicias para su
cultivo; ademas, su alta demanda en el mercado y los bajos costos de produccién, son
factores importantes que favorecen su crecimiento como cultivo en los estados de
Jalisco y Puebla (SIAP, 2016). Actualmente, es una especie con alta demanda debido a
que contiene principalmente grandes cantidades de acido linoléico, entre otros

compuestos (Tosco, 2004).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro se han utilizado para la obtenciéon
de semillas de alta calidad (Pérez y Jiménez, 2011) y han sido una herramienta
importante en programas de mejoramiento genético para multiplicar individuos que
muestren caracteristicas agronémicas deseables. En S. hispanica se han aplicado para
obtener materiales con alto contenido de acidos grasos (Marconi et al., 2013); sin
embargo, la literatura acerca de la regeneracion in vitro de S. hispanica L. es limitada
(Zayova et al., 2017). Es preciso sefialar que al establecer un método de regeneracion de
plantas y propagacion in vitro es importante hacer un analisis financiero para valorar

los costos y beneficios sociales de la técnica (Pence, 2011).

Con estos antecedentes, la presente investigacion tuvo la finalidad de estudiar la
respuesta in vitro de Salvia hispanica, para obtener un método eficiente de regeneraciéon
y propagacion in vitro, que podria ser empleado en su mejoramiento genético y para la

obtencion de semillas de alta calidad. Ademads, serviria para comprender el
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comportamiento in vitro de la especie para la produccion de acidos grasos, asi como

determinar la viabilidad econémica de la técnica de propagacion in vitro.
1.1 Problematica

La semilla de chia es un alimento que ha cobrado gran importancia econémica por sus
propiedades intrinsecas. Su contenido de proteinas y aceites es mayor que otros granos,
y estas caracteristicas la convierten en una fuente de alimento muy atractiva para paises
en desarrollo (FAO, 2014). En México 1.5 millones de nifios padecen de desnutricién
(INSP, 2012) y la Chia puede desarrollarse para considerarla como un elemento més
para combatir este problema social. En los tltimos afios se ha incrementado la
btisqueda de fuentes vegetales subutilizadas, a partir de las cuales puedan obtenerse
aceites que contengan elevada proporcién de acidos grasos de alto valor nutricional.
En este sentido, las semillas de chia son una fuente interesante ya que su aceite es rico
en 4cidos grasos esenciales, cuya incorporacion en la dieta permitiria disminuir la
incidencia de enfermedades cardiacas y otras como la diabetes, sindrome metabdlico,
enfermedades de la piel, procesos inflamatorios, desérdenes del sistema inmunolégico,

cancer, depresion, entre otros padecimientos (Gémez y Nader, 2012).

En el estado de Jalisco se ha detectado gran diversidad de germoplasma de Chia en las
zonas de produccion y que simplemente los productores la clasifican visualmente. Sin
embargo, dentro de esta diversidad se encuentran genotipos que son valiosos por ser
altamente productivos en términos de rendimiento de semilla, cantidad de proteina,
contenido de aceite y adaptabilidad, por lo que pueden considerarse como variedades
superiores, que se pueden aprovechar para aumentar la rentabilidad econémica del
cultivo. Es por ello que se busca generar un protocolo de reproduccién asexual, con el

fin de obtener semilla de alta calidad.
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1.2 Importancia econémica

La Chia en la época prehispanica fue una planta importante; sus semillas, su harina y
su aceite fueron altamente apreciados por sus propiedades medicinales, alimenticias,
artisticas y religiosas (Cahill, 2003). Actualmente, debido a la composicion de la semilla,
ha sido posible que tanto la semilla como los subproductos derivados de ella (aceite,
harina, aceite microencapsulado) puedan ser incorporados a diferentes matrices
alimentarias como panificacion, bebidas, cereales, mezclas secas, entre otras, para dar

un valor agregado (Carrillo et al., 2017).

El alto valor nutricional de la semilla de chia, dado por el contenido de acidos grasos
poliinsaturados, fibra, proteina y antioxidantes, ha representado una alternativa viable
para incorporarlos a la dieta humana (Valenzuela y Valenzuela, 2014). Por lo que a

partir de la década de 1990’s comenz6 a cultivarse en diferentes paises como Argentina,

Uruguay y México (FAO, 2014).

Con estadisticas del afio 2014 se ubic6 a Argentina, Paraguay y Bolivia como
principales productores con el 80% de la producciéon mundial, seguidos por México,
Nicaragua, Australia, Pert y Ecuador. Las exportaciones mundiales sumaron 36,300
toneladas y U$S 142.7 millones. Las cifras del afio 2014 sitdan a Bolivia, Paraguay y
Argentina como los productores de mas de dos tercios de las exportaciones mundiales.
Entre los afios 2011 y 2014 el volumen de exportaciones crecio siete veces, registrando
una tasa de crecimiento promedio anual de 94%. Las importaciones para el afio 2014
reflejaron que los principales compradores son Estados Unidos (53%) y la Unién

Europea (17%) (ACEE, 2014).
1.3 Importancia como cultivo en México

La Chia, se cultiva en México desde tiempos prehispanicos al formar parte de la dieta
en esa época (Herndndez y Miranda, 2008); sin embargo, en la época colonial

disminuy¢ la superficie sembrada rdpidamente. Fue hasta la década de 1990 que se
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retomo el interés por este cultivo y no solo a nivel nacional sino también a nivel
internacional. Sus caracteristicas nutricionales sobresalientes y su capacidad de

adaptacion favorecieron rapidamente su propagacion a nivel mundial (Herndndez y

Miranda, 2008).

En México, para el afio 2016 se report6 una superficie cosechada de 5,555 ha, con una
produccion de 3,567 t. El principal productor fue el estado de Jalisco con una superficie
cosechada de 4,734 ha y una produccion total de 2,940 t., lo que represent6 85 % de la
produccién nacional. En segundo lugar, se ubicé el estado de Puebla, con una
superficie sembrada de 373 ha, pero con una produccién de 287 t. (SIAP, 2016). El
rendimiento promedio nacional se ubica en 0.64 t hal que es 20 kg mayor al
rendimiento de Jalisco; por su parte el estado de Puebla tiene un rendimiento promedio
de 0.77 t hal que es 130 kg mayor al nacional (SIAP, 2016). Estas diferencias
probablemente se deban al manejo del cultivo y a que la Chia es un cultivo que alcanza

su 6ptimo desarrollo en zonas de clima templado (Cahill, 2003).
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I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

* Desarrollar un sistema eficiente para la morfogénesis in vitro (organogénesis) de
tres variedades élite de Salvia hispanica (Chia) cultivadas en diferentes zonas
productoras de Jalisco.

* Evaluar la rentabilidad financiera (Costo-Beneficio) de la produccién de plantas
de Salvia hispanica con el uso de las Técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales in

vitro.
2.2 Objetivos especificos

* Desarrollar un procedimiento de desinfeccion de semillas efectivo para
establecer el cultivo aséptico de tres variedades de chia.

* Evaluar la capacidad morfogénica in vitro de diferentes tipos de explantes de
tres variedades de chia.

* Determinar las condiciones de medio de cultivo y de reguladores de crecimiento
6ptimas para la induccién y multiplicaciéon de brotes de tres variedades de Chia
via organogénesis.

* Definir las condiciones de medio de cultivo y de reguladores de crecimiento
Optimas para el enraizamiento de plantas de variedades élite de Chia.

* Establecer los requerimientos de aclimataciéon de plantas in vitro a condiciones
de invernadero.

* Evaluar la rentabilidad financiera de la produccién de plantas in vitro de Salvia

hispanica.
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2.3 Hipotesis

* Es factible encontrar diferentes respuestas morfogénicas en variedades élites de
Chia cultivadas en diferentes zonas de produccion.

* Las respuestas morfogénicas de variedades élite de Salvia hispanica dependen
del tipo de explante, asi como de las combinaciones de reguladores de
crecimiento utilizadas en cada una de las etapas de la ruta morfogénica.

* Esfactible la aclimatacién de plantas de Chia multiplicadas in vitro.

* Larentabilidad financiera (Costo-Beneficio) de la regeneracion in vitro de Salvia
hispanica via las Técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro puede ser

viable.
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III. REVISION DE LITERATURA
3.1 Generalidades de la Chia

El vocablo ndhuatl “Chia” o “Chan” agrupa varias especies botanicas de los géneros
Salvia, Hyptis, Amaranthus y Chenopodium. Su cultivo y utilizacién fueron considerados
por Kirchhoff (1960) como un elemento esencial de la cultura mesoamericana. Las
descripciones de sus formas de uso indican que es probable que el conocimiento y la
domesticacion de estas plantas se remonte a una etapa previa a la época prehispanica

(Gillet, 1981).

La Chia es un cultivo anual que se distribuye de manera natural en la zona montafiosa
de la vertiente del Océano Pacifico, desde Chihuahua en México, hasta Centroamérica,
sobre el eje Neovolcanico Transversal y las sierras Madre Occidental, del Sur y de
Chiapas. Los pueblos asentados en esas regiones la consumen desde los tiempos
precolombinos, siendo parte preponderante de su nutricion diaria. Probablemente
exista una amplia diversificaciéon entre poblaciones naturales de S. hispanica, aun asi,
solo se han descrito dos ideotipos identificados como: Variedad Chionocalyx y

Variedad Intosa Fernald (Hernandez y Miranda, 2008).

De acuerdo con Ayerza y Coates (2006) habitualmente se pueden encontrar semillas de
color blanco puro, marrén o negro puro; aunque Rovati et al. (2012) describen tres
colores en la semilla, gris jaspeado (con manchas irregulares de color castafio-rojizo

oscuro), blanco y marrén uniforme.

El cultivo de la Chia se ha introducido a varios paises como Argentina, Bolivia,
Colombia, Ecuador, Paraguay y Pert, encontrandose las mayores plantaciones en el
norte argentino en las provincias de Catamarca, Salta y Tucuman y en Bolivia en la
zona de Santa Cruz (Lobo et al., 2011). En México, para el afio 2016 se reporté una

superficie sembrada de 5,555 ha, con una produccion de 3,567 t. El principal productor




Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

fue el estado de Jalisco con una superficie sembrada de 4,734 ha, seguido de Puebla con

una superficie sembrada de 373 ha (SIAP, 2016).

Existen empresas cooperativas de productores dedicadas al cultivo e industrializaciéon
de la chia en Australia, Bolivia y Argentina; donde desde hace 10 afios han desarrollado
la red de valor de chia y actualmente ofertan semillas seleccionadas, asi como aceite,
harina, fibra y cdpsulas de aceite. Mientras tanto, en México, uno de los centros de
origen de la chia, apenas hace cinco afios se retomé el cultivo en los municipios de
Acatic, Cuquio y Zapotlanejo, en Jalisco, donde actualmente se obtiene 85 % de la
producciéon nacional (SIAP, 2016). También en este estado existen varias empresas,
algunas en asociacion con productores agricolas, que procesan y exportan la semilla de
Chia y sus derivados, principalmente hacia Estados Unidos, donde su demanda es

creciente.

La chia es una planta que tolera muy bien la sequia y suelos con baja o mediana
fertilidad. Las precipitaciones pluviales apenas superiores a los 450 mm son suficientes
para su cultivo; con densidades de siembra de cuatro kg de semilla por hectarea y dosis
de fertilizacion de 70 kg de nitrégeno y 46 de fésforo, se logran rendimientos de 1.2 t

ha! de semilla de chia.

Segun la Coordinaciéon Nacional de las Funciones Produce, A.C. (COFUPRO), sefiala
que la utilidad del cultivo puede incrementarse mediante la aplicaciéon de labranza
minima, que implica el ahorro del orden de 2,500 pesos por hectarea al no incluir

labores como el barbecho y rastreo (COFUPRO, 2013).

3.1.1 Descripcién taxondmica y botanica

e Reino: Plantae
e Sub-reino: Tracheobionta

e Super divisién: Spermatophyta
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e Division: Magnoliophyta.
e C(Clase: Magnoliopsida

¢ Orden: Lamiales

e Familia: Lamiaceae

e Género: Salvia

e Especie: hispanica
Fuente: Hentry et al. (1990).

La Chia es una especie anual que pertenece a la familia Lamiaceae que a su vez esta
constituida por 7 subgéneros y comprende 300 géneros con alrededor de 7,500 especies
(Di Sapio et al., 2012). Esta familia ha tomado importancia debido a la presencia de
compuestos con actividad tanto bacteriana como bioinsecticida. El género Salvia es el
mas numeroso de esta familia y tiene propiedades digestivas, protectoras hepaticas,
antitusivos y dermopdticas. Entre las especies exoéticas, las clusas de S. hispanica
contienen 4cidos linoleicos y linolénico, que representan la mayor fuente natural de
acidos omega-6 y omega-3 (Gémez y Colin, 2008), que son de gran importancia para la
nutricion humana, ya que reducen los riesgos de enfermedades cardiovasculares,

ademas poseen un alto contenido de antioxidantes, ricas en fibra y no poseen gluten.
3.1.2 Caracteristicas morfoldgicas de la Chia

La Chia es una planta herbacea anual que mide de 1 a 1.5 m de altura, su tallo es
ramoso, ramificado, aromatico de seccién cuadrangular, pubescentes de 1-4 cm de
diametro promedio. En tallos jovenes se observan estomas sobre elevados cuyas células

anexas poseen cuticulas estriadas (Di Sapio et al., 2012).

Sus hojas son simples, opuestas, enteras. Lamina oval-eliptica, algo di colora, 8-12 cm
de longitud por 4-7 cm de ancho, base cuneada a subcorbada, dpice agudo, margen

dentado aserrado, pinnadas, nervaduras prominentes en el envés, pubescentes. Peciolo
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corto, 1-3 cm, en la parte superior de la planta y 5-7 cm en las ramificaciones inferiores,

pubescentes (Gémez y Colin., 2008)

El tallo es sufratice, ramoso, ramificado, aromatico con tallos cuadrangulares,
pubescentes de 1-(2)-4 cm de didmetro promedio. El indumento es abundante y de
similares caracteristicas exomorfoldgicas a las descritas para la epidermis abaxial de la
lamina foliar. En tallos jévenes se observan estomas sobreelevados cuyas células anexas

poseen cuticula estriada (Di Sapio et al., 2012).

El fruto proveniente de cada flor es un carcérulo que a la madurez produce pequefios
mericarpos indehiscentes denominados nuculas o clusas, en nimero de 1-4, incluidas
en el céliz frecuentemente acrescente; son monospérmicas, obovoides, de simetria
dorsiventral y tamarfio de 1.5-2 mm de longitud y 1-1.2 mm en el didmetro medio. Cara
ventral subtrigona con una pequena cresta originada en el hilio, cara dorsal convexa.
En mayor porcentaje se presentan de color pardo grisaceo con abundantes manchas de
contornos muy irregulares de color castafio oscuro y que se destacan mas en los limites
de las areolas. En menor proporcién se observan clusas de color blanquecino con la

insercion basal y los limites de las areolas, de color castafio claro (Rovati, 2012).

El arreglo epidérmico del pericarpio le confiere una superficie glabra, brillante,
generalmente lisa o apenas tuberculada y dividida en &reas irregulares que originan
numerosas areolas delimitadas por surcos muy suaves. En general, las células
epidérmicas poseen contorno poligonal, de paredes radiales no visibles y tangencial
externa lisa. Poseen insercién basal con hilio blanquecino de contorno subcircular y
crateriforme, localizado en la base de la cara ventral. La microescultura presente en el
hilio, de acuerdo con la terminologia propuesta por Barthlott et al. (1998), esta
conformada por ceras epicuticulares de tipo cristaloide como placas cabicas y

granulosas (Ayerza y Coates, 2006).

La semilla es horizontal, albuminosa, s6lo una por clusa y ocupa todo el volumen del

fruto. Su contorno es oblongo-eliptico, forma levemente navicular, con el extremo

10
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radicular angosto y el extremo cotiledonal ancho; superficie opaca, reticulada, de color
amarillo-ocraceo (Di Sapio et al., 2012) En funcién de la variedad, su color puede ser
blanco o negro grisaceo (Herndndez y Miranda, 2008) con manchas irregulares

asemejandose a un color rojo oscuro. La polinizacién es entomdfila.
3.1.3 Tipos de propagacion en especies del género Salvia

Segui (2010) define la propagacion vegetal como la produccién de las plantas
controladas por el hombre para perpetuar individuos seleccionados o grupos de
plantas que tienen para él un valor especifico. La mayoria de las plantas cultivadas son
formas mejoradas que deben la continuidad de su existencia al hecho que han sido

propagadas en condiciones controladas.

Diversas especies del género Salvia, incluida la Chia, se propagan de forma sexual y
asexual. En especies como S. officinalis, una especie de uso medicinal, su propagacién
de manera sexual es complicada lo que ha obligado a desarrollar técnicas de
reproduccién asexual, especificamente mediante estacas (Lemes et al., 2000). S. hispanica
no se ha reproducido asexualmente de manera comercial, pues su reproduccién por
semilla es mds viable econémicamente, lo que no ha incentivado a buscar formas de
reproduccién asexuales. Sin embargo, como lo menciona Jamboonsri et al. (2012) un
problema importante es que a mayores latitudes S. hispanica no puede producir
semillas, por lo que algunos autores han desarrollado técnicas de propagacion in vitro

(Zayova, 2017).
3.1.4 Cultivo de Chia

Los primeros productores mesoamericanos seleccionaron lineas con caracteristicas
agrondmicas sobresalientes; conservaciéon y rendimiento de semilla uniforme, ésta
altima en particular, es una desventaja para la conservacion en el medio silvestre. Es
considerado un alimento funcional y su area de distribucién ecolégica se esta

expandiendo rapidamente de México y Guatemala a otras partes del mundo, debido a

11
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su capacidad de adaptacion a los entornos semiaridos. La Chia podria ser una
alternativa para los cultivos de verano en ambientes mediterrdneos, aunque su

sensibilidad al fotoperiodo pudiera ser un factor limitante (Bochicchio et al., 2015).

En México, las zonas més apropiadas para producir Chia de temporal se localizan en
el Centro, Occidente y algunas partes del sur del pais, pero principalmente en las partes
altas de los estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan, Morelos, Puebla, Estado de México,
Guerrero y Oaxaca. No obstante, el tipo de suelo, la precipitacién pluvial y la altitud

son factores determinantes en la definicion de zonas de 6ptimo o sub6ptimo potencial

del cultivo de Chia (Lobo, 2011).

La Chia se propaga esencialmente por semilla botanica. Los rendimientos de Chia
muestran una gran variaciéon entre las selecciones y los sitios, lo que implica una
interaccién marcada por el ambiente seleccionado (Ayerza, 2008). No obstante, la
elevada pureza y bajo porcentaje de germinacién, no presentan alteraciones en el
contenido de los acidos grasos, pero si altera la capacidad dietaria y medicinal (Bueno
et al., 2010). Los dias para la emergencia dependen de su interacciéon genotipo-
ambiente, y del manejo agronémico del cultivo; estd relacionada con la calidad de la
semilla, profundidad de siembra, temperatura, humedad, concentracién de oxigeno,

cantidad y calidad de luz solar (Ruiz y Armendariz, 2017).

Cahill y Ehdate (2005) reportaron que la mayor parte de la variaciéon fenotipica medida
entre accesiones silvestres y cultivadas de Salvia hispanica tiene una base genética que

es heredable.
3.1.5 Requerimientos ambientales

La planta de Chia requiere un clima templado, es decir, temperaturas de 14 a 20°C
(Cahill, 2003). Es posible cultivarse con precipitaciones desde 400 a 1,100 mm (Ayerza
y Coates, 2006; Arellano y Galicia, 2007), pero no es tolerante a las heladas y sus

principales amenazas son la lluvia y el granizo (Ayerza y Coates, 2005). La capa de gel

12
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(mucilago), que tienen las semillas de Chia sirve para protegerla en climas &ridos y

calientes donde se cultiva (Capitani et al., 2013).

La Chia se desarrolla mejor en suelos arenoso-limoso, aunque puede crecer en los
arcillosos-limosos si tiene un buen drenaje y de moderada fertilidad, tolera suelos con
cierta acidez y los mejores rendimientos se obtienen cuando se cultiva en suelos con

buena fertilidad (Arellano y Galicia, 2007).
3.2 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El cultivo de tejidos vegetales in vitro permite el cultivo de material vegetal en frascos
de vidrio que lo separan del ambiente exterior y lo mantienen en condiciones
controladas y asépticas. Entre las diversas técnicas de cultivo in vitro destaca la
micropropagacién, que consiste en la produccion clonal de plantas a partir,
generalmente, de dpices o explantes nodales de una planta madre. La gran produccién
de nuevas plantas se ve favorecida gracias al rdpido crecimiento del material vegetal

in vitro y a la proliferaciéon de brotes durante los subcultivos. (Sava, 2016)

De acuerdo con Murashige (1974) y Debergh y Maene (1981) un sistema de
micropropagaciéon puede comprender las siguientes etapas:
e Etapa 0: Selecciéon y acondicionamiento de la planta madre
e Etapa I: Tratamientos de asepsia y establecimiento del cultivo
e Etapa II: Desarrollo y multiplicacion de los brotes
e Etapa III: Enraizamiento o acondicionamiento de los brotes para su aclimatacion
a condiciones ex vitro

e Etapa IV: Aclimatacién a condiciones ex vitro
3.2.1 Seleccién y acondicionamiento de la planta madre

George et al. (2008) mencionan que se debe prestar atencién a la seleccion de la planta
madre, de estar libre de cualquier sintoma de enfermedad, e incluso puede ser

necesario la aplicacién de tratamientos para detectar y reducir o eliminar enfermedades
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bacterianas y virales, siendo esta parte esencial y desafortunadamente a menudo
omitida. Ademas, la planta madre debe ser caracteristica de la variedad o especie, todo
esto como parte fundamental para lograr que el proceso de regeneracion in vitro sea

exitoso (Debergh y Meane, 1981).
3.2.2 Establecimiento del cultivo aséptico

Consiste en la desinfeccion de los explantes (generalmente con hipoclorito de sodio,
entre otros) y su posterior adaptacion al medio artificial para inducir callo, brote, raiz
o embriéon somatico, segiin se desee. Se requiere desinfectar superficialmente el
material vegetal seleccionado para evitar que en el medio de cultivo crezcan
microorganismos, principalmente bacterias y hongos, que compiten ventajosamente

con el explante (Razdan, 2003).

Para establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un
nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para ello, es recomendable
mantener a las plantas madre (planta donadora de yemas u otros explantes) durante
un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas o varios meses en un
invernadero bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en
condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricién y riego adecuados para
permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Sathyanarayana y

Verghese, 2007)

El establecimiento del cultivo aséptico de tejidos vegetales tiene varios prop6sitos que
incluyen la limpieza de virus y otros patogenos, multiplicacion clonal masiva,
resistencia a plagas y enfermedades, resistencia a la toxicidad y otras condiciones

ambientales adversas Intercambio y la conservacién de germoplasma (Gonzalez, 2013)
3.2.3 Desarrollo y multiplicacién de brotes

El objetivo de la Etapa II es lograr la produccién de nuevos brotes de plantas, que sean

capaces de dar lugar a plantas completas (Sathyanarayana y Verghese, 2007). De
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acuerdo con el procedimiento in vitro que se siga la multiplicacién puede ser dada por
los brotes axilares o adventicios, embriones sométicos, u 6rganos propagativos. En
algunos métodos de micropropagacion, la Etapa II puede incluir la induccién previa
de centros meristematicos de donde pueden desarrollarse los 6érganos adventicios.
Algunos de los propagulos producidos en la Etapa II (especialmente brotes) también
se pueden utilizar como base para otros ciclos de multiplicacién en que por lo general

se pueden cultivar de nuevo (subcultivo) para aumentar su nimero (Razdan, 2003).
3.2.4 Enraizamiento y aclimatacion a condiciones ex vitro

Los brotes o las plantulas obtenidos en la Etapa II atin no son capaces de sostenerse por
si mismos en el suelo o el compost. En la Etapa III, se toman medidas para cultivar
plantulas individuales o en grupos de plantulas, capaces de llevar a cabo la fotosintesis,
y la supervivencia sin un suministro artificial de carbohidratos. Algunas plantulas
necesitan un tratamiento especial en esta etapa para que no se atrofien o adormezcan
cuando se las saca del ambiente de cultivo in vitro. La Etapa IIl incluye el enraizamiento
in vitro de los brotes antes de su transferencia al suelo. El enraizamiento de brotes es
una parte muy importante de cualquier esquema de propagacion in vitro. Algunas
especies forman raices adventicias en los brotes durante el transcurso de la etapa III de
cultivo, pero generalmente es necesario adoptar un procedimiento de enraizamiento
separado utilizando medios especiales 0 métodos para inducir la formacion de raices.
A veces los brotes pueden necesitar ser especialmente alargados antes de intentar el
enraizamiento. Para reducir los costos de la micropropagacion, muchos laboratorios
ahora eliminan brotes sin raices del entorno in vitro y los extraen del recipiente de
cultivo. Por lo tanto, en cultivos donde la micropropagacion se basa en brotes
adventicios o axilares, la Etapa III a menudo se divide convenientemente, como

sugirieron Debergh y Maene (1981), en:

* Etapa Illa, el alargamiento de brotes o brotes formados durante la Etapa II,

para proporcionar brotes de un tamafo adecuado para la Etapa IlIb;
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e Etapa IIIb, el enraizamiento de los brotes de la Etapa Illa in vitro Los
procedimientos utilizados para inducir el enraizamiento se analizan en capitulos

posteriores.
3.3 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis vegetal in vivo e in vitro es un proceso complejo del desarrollo. Se
define como un cambio fisiol6gico y/o morfologico que permite la especializacion de
una célula, tejido, 6rgano o planta entera durante su desarrollo. La morfogénesis
incluye el desarrollo de células que difieren de la célula madre y tanto la diferenciacion
como el arreglo de estas células se efectian en un orden definido, el cual es resultado
de la division celular de acuerdo a un plan y secuencias especificas y ordenadas. La
organogénesis y embriogénesis somatica representan los dos tipos de regeneracién de

novo de plantas superiores a partir de tejidos y células (Ramage y Williams, 2002).
3.3.1 Organogénesis

Es un proceso mediante el cual ocurre la formacion de estructuras adventicias a partir
de tejido ya diferenciado no meristeméatico; también se refiere a ella como
organogénesis in vitro o diferenciacion de brotes adventicios (Radice, 2004). La
obtencion de estos brotes puede ser de forma directa o indirecta. En la primera se
pueden formar brotes adventicios directamente del explante, sin la formacién de callo.
La segunda, se describe como la formacién de callos en primer lugar y de ahi se generan

los brotes adventicios (Zhang y Lemaux, 2004).
3.3.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual las células somaticas se
diferencian en embriones somaticos y conservan integramente el genotipo de la planta
donante. Los métodos para la realizacion de este tipo de morfogénesis se han descrito
en un gran numero de especies de plantas, cada una con sus propias caracteristicas.

Este proceso se produce con cierta frecuencia en la naturaleza, produciéndose de forma
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espontanea en mas de 60 familias boténicas, algunas tan importantes como las
Compuestas, Cruciferas, Cucurbitidceas, Gramineas, Rosiceas, Leguminosas,
Arecaceas, entre otras. Es un proceso tan natural como la embriogénesis cigotica, con
casos tan conocidos como el de los citricos, en los que ambos tipos de embriogénesis
ocurren casi simultdneamente en el interior de la semilla. Se ha utilizado como una
herramienta en programas de mejoramiento con transformacién genética, asi como
para aumentar la germinacién de progenies hibridas utilizadas en las estrategias de
mejoramiento convencional. Sin embargo, el mayor interés se centra en su aplicacion
préctica para la propagacion de plantas a escala comercial. Para ello, es necesario lograr
tasas superiores de germinacion y conversion de plantas, asi como obtener embriones

de calidad con un desarrollo morfolégico sincrénico (Garcia et al., 2016).
3.4 Factores que influyen en la morfogénesis in vitro

Son varios los factores que tienen efectos sobre la morfogénesis in vitro; basicamente se
agrupan en factores quimicos, fisicos e intrinsecos. Dentro de los quimicos se encuentra
la composicion quimica de los medios de cultivo que incluye los componentes
inorganicos: (macronutrientes y micronutrientes), componentes organicos (fuentes de
carbono, vitaminas, mezclas de sustancias no definidas) y otros componentes como las
hormonas vegetales: (auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno)
ademas del pH. Los factores fisicos se refieren al entorno en el que crecen los cultivos
que incluyen la temperatura, humedad relativa y luz. El factor intrinseco agrupa los
relacionados con el genotipo, edad de la planta, edad del 6rgano o tejido, estado
tisiologico de la planta, estado fitosanitario, tamafio del explante, entre otros (Trigiano

y Gray, 2011).
3.4.1 Medio de cultivo

Antes de hacer la asepsia del material vegetal que se va a introducir in vitro, es necesario
disponer de medios de cultivo esterilizados y dosificados en recipientes adecuados.

Una parte importante del cultivo in vitro son los medios de cultivo ya que en ellos se
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encuentran las sustancias necesarias para el desarrollo (crecimiento y diferenciacion)

de los tejidos vegetales.

Un medio de cultivo es una solucién acuosa en donde se encuentran disueltas sales
minerales que aportan los elementos esenciales macronutrientes (N, P, K, S, Ca y Mg)
y micronutrientes (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co). Normalmente es imprescindible una
fuente de carbono, generalmente la sacarosa, debido a la escasa actividad fotosintética
del tejido in vitro. Ademas, el medio puede ser enriquecido con aminodacidos, vitaminas
y reguladores de crecimiento. Los medios de cultivo se preparan a partir de soluciones
concentradas 10 o 100 veces (Soluciones Madre o Stock). En la solucién madre se
pueden mezclar varias sales minerales siempre que no se produzcan problemas de
precipitaciéon. Algunos elementos, como el Fe, se utilizan en forma de quelatos para
mantener su disponibilidad durante el cultivo. Los medios de cultivo se pueden utilizar

de forma liquida o con un agente gelificante como el agar (Roca y Mroginsky, 1993).
3.4.2 Explante

El tipo de explante y su etapa de desarrollo, parecen ser los factores mas importantes
que determinan la capacidad morfogénica de los cultivos. Los esfuerzos por elegir el
mejor explante se han centrado en la busqueda de tejidos con células competentes
capaces de inducir la organogénesis en respuesta a la aplicacion de estimulos externos.
La organogénesis puede inducirse a partir de varios tipos de explantes: plantulas y sus

fragmentos, peciolos, hojas, raiz, apices de brotes, entre otros (Martinez, 2016).
3.4.3 Reguladores de crecimiento vegetal

Los reguladores del crecimiento vegetal son compuestos producidos por las plantas y
regulan su respuesta a estimulos ambientales como luz, temperatura y humedad,
participando en los procesos esenciales para el desarrollo de las plantas por lo que
constituyen uno de los estimulos externos mas importantes que inducen una ruta

morfogénica de desarrollo especifica. Auxinas y citocininas, son ampliamente usadas,
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ya que adicionadas al medio de cultivo participan activamente en el ciclo celular y
desencadenan las divisiones celulares. La concentracion de reguladores de crecimiento
vegetal, es un factor determinante en los procesos celulares, dado que dosis demasiado
bajas no pueden desencadenarlos y las muy altas pueden ser toxicas, sobre todo cuando
se usan fenoxi-auxinas (dcido 2,4-Diclorofenoxiacético). La composicion y
concentracion relativa de reguladores de crecimiento determinan tanto la habilidad del

explante para responder, asi como el modo de reaccién morfogénico (Calva, 2005).
3.4.4 Genotipo

El genotipo es uno de los factores mas importantes, pues existen mecanismos
reguladores de la informacién genética que causan que la morfogénesis se active o
inactive o se pierda por completo durante el subcultivo, esto genera diferencias en la
regeneracion de plantas. A su vez, la diversidad de respuesta que existe entre los
distintas taxas puede reflejarse en los requerimientos nutricionales y de reguladores de

crecimiento necesarios para la obtencién de alguna respuesta (Trigiano y Gray, 2000).
3.4.5 Temperatura

La temperatura es un factor ambiental que se puede controlar en cultivo de tejidos, de
lo cual depende la reproduccion de los resultados, sin embargo, no existe un patrén de
temperatura tnico para todas las especies, no obstante, el promedio oscila entre 25-28

°C (Bonilla et al., 2016).
3.4.6 Luz

La iluminacién es un factor ambiental que por lo general es proporcionada por
lamparas de luz blanca fria fluorescente, la cual dependiendo de la etapa de
propagacion in vitro puede variar entre 40 a 160 pmol m-2 s'1. Bajo condiciones in vitro
ha sido posible observar que la luz tiene efecto sobre la formacién de yemas cuando se
usa luz roja, ademas estimula la formacién de flores y cuando se usa luz azul se ha

inducido la formacién de brotes (Trigiano y Gray, 2000).
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3.4.7 Humedad

La humedad es la cantidad de vapor presente en el aire, se puede expresar como
absoluta (HA), o relativa (HR). La HR dentro de un frasco de cultivo puede alcanzar
100%, (cuando las gotas de agua se condensan en las paredes). Sin embargo, la HR
aceptable es de 70%, pues a medida que se incrementa también lo hace el riesgo de

contaminacion (Dutta y Yasuomi, 2006).
3.5 Cultivo in vitro de chia

Bueno et al. (2010) lograron la organogénesis in vitro de S. hispanica evaluaron como
explantes hojas jovenes, cotiledones y segmentos uninodales con dos yemas axilares
cultivados en medio MS adicionado con 0. 1 pM de acido naftalenacético (ANA); 0.1
uM de acido giberélico (AGs) y 0, 0.5 0.75 0 1 uM de 6-benciladenina (BAP). El mayor
porcentaje de brotes se obtuvo a partir de segmentos nodales (78%); las hojas y
cotiledones no resultaron eficientes. La mayor tasa de supervivencia de los brotes y una

mayor proliferacion de las hojas / plantula se observé con 0.75y 1 pM de BAP.

En S. officinalis L., otra especie del género Salvia, la organogénesis se logré a partir de
secciones internodales que presentaban al menos dos yemas axilares. Los explantes se
sembraron en medio MS (1962), suplementado con sacarosa (30 g L-1), acido citrico (100
mg L) y acido ascérbico (150 mg L-1). La mejor respuesta morfogénica se obtuvo con
cinetina en concentraciones de 0.5, 2.5 y 5.0 mg L que indujeron 33, 25 y 41% la
formacién de callos, respectivamente. Para los tratamientos con cinetina a 2.5 y 5.0 mg

L1, se obtuvo un 15y 10% de formacion de brotes, respectivamente.

Por su parte, Skala et al. (2014), establecieron la organogénesis in vitro en Salvia
przewalskii, utilizando como explantes hipocotilos, cotiledones, raices, hojas (divididos
en peciolo y lamina), células y callos. Para la obtencién de explantes germinaron
semillas en medio MS (1962) suplementado con 3% de sacarosa, acido giberélico (0.1

mg L) cinetina (0.02 mg L) y agar (0.7%). Los hipocotilos, cotiledones, raices y hojas
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(peciolo y lamina) fueron sembrados en dos medios MS (1962) complementado con
acido indol-3-acetico (AIA, 0.5 mg L1) y 6-benciladenina (BA 1.0 mg L1); y en un medio
Woody Plant (WP) (Lloyd y McCown, 1980) suplementado con 2,4-D (0.5 mg L1) y
agar, mientras que las células fueron sembradas en medio liquido WP (1980)

suplementado con 2,4-D (0.5 mg L1) y BA (0.2 mg L1)

Los hipocotilos y peciolos de las hojas formaron callos con alta frecuencia (~ 90%); 54 %
en el caso de lalamina de la hoja, 0-65% en los cotiledones y 0-40% en raices, en funcion

de los medios de basales empleados WP (1980) o MS (1962).

En células en suspension de S. przewalskii (SC1 y SC2) el crecimiento de la linea SC1,
que se obtuvo con 16 h luz, fue casi exponencial entre el tercer y duodécimo dia después
del cultivo, con una tasa de crecimiento de 0.17% por dia y un tiempo de
duplicacién(td) de 4 dias; los valores correspondientes para la linea celular SC2,
cultivadas en la oscuridad, la tasa de crecimiento fue de 0.15 % y un td de 4.7 dias,

durante el sexto y decimoquinto dia del ciclo de crecimiento (Skala et al., 2014).

Zayova et al. (2017) reportaron un método de micropropagacion para Salvia hispanica a
partir de semillas in vitro. La germinacion de 100% se obtuvo en medio MS (1962)
adicionado con 0.4 mg L1 de 4cido giberélico y 10 mg L-! de 4cido ascérbico después
de una semana de cultivo. El niimero maximo de brotes por explante fue de 2.7 en
medio MS (1962) adicionado con 2 mg L1 de BAP después de cinco semanas de cultivo.
Para la etapa de enraizamiento se us6 medio MS (1962) a la mitad de la concentraciéon
de sales adicionado con 0.1 mg L-! de 4cido indol-3-butirico después de cuatro semanas
de cultivo. Los brotes desarrollados y enraizados fueron aclimatados exitosamente con
95% de supervivencia. Después de seis meses en campo, se evaluaron caracteristicas
morfométricas de las plantas aclimatadas, asi como de plantas cultivadas in vivo.
Algunas caracteristicas morfoldgicas evaluadas fueron altura de la planta, tamafio de
la hoja, niimero de ramas y hojas por planta las cuales fueron influenciadas por la forma

de propagacion.
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3.6 Analisis financiero del cultivo in vitro de Salvia hispanica

Hernandez et al. (2005) define un analisis financiero como una técnica de evaluaciéon
del comportamiento operativo de una empresa, facilitando el diagnostico de la
situacion actual y la prediccion de acontecimientos futuros, orientado hacia la
consecucién de objetivos preestablecidos. La importancia de un analisis financiero
radica en que éste permite identificar los aspectos econdémicos financieros que
muestran las condiciones en que opera la empresa con respecto al nivel de liquidez,
solvencia endeudamiento, eficiencia, rendimiento y rentabilidad, facilitando la toma
de decisiones, econémicas y financieras en actividades empresariales. Nava (2009)
menciona que para el desarrollo del andlisis financiero se requiere del calculo de ciertos
indicadores financieros también llamados razones financieras, que permiten, como
también lo menciona Rubio (2007), generar una serie de medidas y relaciones que son
significativas y atiles en la toma de decisiones, dado que la informacién registrada en
los estados financieros por si sola no resulta del todo suficiente para realizar una

planificacion financiera pertinente.

En la micropropagacion de especies vegetales es importante entonces realizar un
andlisis financiero para la valoracién de los costos y beneficios sociales del proyecto;
como una forma para la estimacion de la viabilidad del mismo, dichos analisis se han
realizado en algunas especies principalmente ornamentales y en peligro de extinciéon

(Pence, 2011)
3.6.1 Concepto de Costo

a) Costos fijos. Son aquellos derivados al momento de adquirir insumos fijos, que
seran utilizados en el proceso productivo a corto, mediano y largo plazo. Estos
costos no pueden ser reducidos independientemente del nivel de produccién,
como son el costo predial, seguros, depreciacién, amortizacion e intereses de

crédito (Hansen, 2003).
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b) Costos variables. Se refiere al gasto realizado en la compra de insumos variables
que, en general son empleados en un solo ciclo productivo. A largo plazo todos
los insumos son variables (Gémez, 2001).

c) Costos totales. En el corto plazo es la suma de los costos variables y los costos

tijos, es decir, los costos totales realizados para llevara cabo la produccion

(Horngren et al., 2012).
3.6.2 Eficiencia econ6émica: Punto de equilibrio.

Al punto de equilibrio también se le conoce con el nombre de produccién minima
econdmica o umbral econémico, representa la produccién minima donde los costos e
ingresos son iguales. El punto de equilibrio se define como el volumen minimo de
producciéon o ingreso minimo, que la empresa debe generar para que los ingresos
totales obtenidos sean iguales a los costos totales. Para que un productor no tenga

perdidas debe producir al menos en el punto de equilibrio (Herndndez et al., 2005)

El célculo del punto de equilibrio se puede realizar en términos de ingresos o cantidad
de produccién. La cantidad de equilibrio y el ingreso de equilibrio proporcionan el
punto de equilibrio, que es el nivel minimo en que debe de estar funcionando la

empresa para que sus ingresos sean iguales a sus costos (Ramirez, 2008).
3.6.3 Indicadores de rentabilidad

La evaluaciéon de los proyectos puede ser ex ante o ex post, los indicadores que se
calculan y los niveles en que se realizan (privado o social) son similares. Esta fase se
concentra principalmente en la comparacién de los costos y beneficios actualizados y
los indicadores de evaluacién que se evaltan son: valor actual neto (VAN), relacion

beneficios costos (B/C) y tasa interna de retorno (TIR) (Nava, 2009).

a) Valor actual neto (VAN). EL VAN es igual al valor actualizado de la corriente de
beneficios menos el valor actualizado de la corriente de costo. El VAN refleja la

utilidad neta actualizada atribuible al proyecto, con el criterio del VAN es posible
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b)

d)

una clasificacion aceptable de proyectos independientes, ya que constituye una
medida absoluta, no relativa (Mete, 2014). El VAN es también el criterio preferido
de seleccion para escoger entre proyectos que se excluyen entre si, debido que un
posible error en la aplicacion de la medida de la tasa de rentabilidad interna a tales
proyectos. Si los beneficios netos se actualizan a la tasa de interés a la cual se
financia la inversién, el VAN permanece igual, ya sea que se compute antes o
después del financiamiento, ello proporciona una ventaja del VAN sobre TIR
(Hernéndez et al., 2005).

Tasa interna de rentabilidad (TIR). La TIR es la tasa de actualizacién que hace que
el VAN, flujo de fondos, de un proyecto sea igual a cero y representa la rentabilidad
minima del capital utilizado en la vida ttil de un proyecto. La determinacién de la
TIR es muy tutil para considerar las inversiones de proyectos agricolas, este
indicador proporciona una medida relativa y no absoluta, por lo que el criterio de
decisién para la aceptacion de proyectos, consistente en aprobar la ejecucion de
todos aquellos proyectos cuya TIR este por arriba del costo de oportunidad del
capital (tasa de interés) (Altuve, 2004).

Relacién beneficio costo (B/C). La relacion B/ C se obtiene dividiendo el valor actual
de la corriente de beneficio entre el valor actual de la corriente de costo, es decir
representa la relacion entre beneficio y costo. La relacion B/C menor a uno,
representa la ganancia o pérdida por peso invertido en la empresa o proyecto
(Gémez, 2001).

Factor de descuento. Es la tasa de descuento que representa el costo de oportunidad
del capital y se define tomando encuentra la tasa de interés més alta que se paga a
los ahorradores (Garay y Gonzalez, 2007). En México el factor de descuento es la
tasa de interés que se paga por la compra de certificado de la tesoreria de la
federacion (CETES) después de identificar la tasa de interés mas alta se procede a
definir el factor de descuento, puede ser utilizada la tasa de interés nominal o real
dependiendo si la informacién que se va utilizar para realizar la evaluacion esta en

términos corrientes o constantes (Morales, 2008).

24



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

3.6.4 Procedimiento de calculo

a) Valores totales. Los valores totales se refieren a la suma de los valores parciales,

los cuales se obtienen de la siguiente manera:

VT = EVP

Doénde:
VT: Valor total
VP: Valor parcial
b) Costos totales. Se refiere a la suma de los costos parciales de los diferentes tipos
de costos, los cuales se obtienen de la siguiente manera:
CT=CFT+CVT
Doénde:
CT: Costo total
CFT: Costos fijos totales

CVT: Costos variables totales

C) Ingresos totales. Se refiere a la suma de los ingresos parciales que se obtiene en
una empresa o unidad de produccion. En términos de una ecuacién se representa
como:

IT=P*Q
Doénde:
IT: Ingreso total
P: Precio

Q: Cantidad producida

d) Punto de equilibrio. Se refiere al punto de funcionamiento de una empresa o
unidad de produccién en donde los ingresos son iguales a los costos. El punto de
equilibrio se puede calcular en términos de ingresos o en términos de cantidades

producidas (Hernandez, 2011).
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El célculo del punto de equilibro, en términos de ingreso, se realiza conla  férmula
siguiente:

CF

A
_(IT)

Doénde:

PE: Punto de equilibrio

CF: Costos fijos

CV: Costos variables

IT: Ingreso Total

El punto de equilibrio también se puede obtener en términos de cantidades, para lo

cual se utiliza la férmula siguiente:

CE = CFT
Pu (1- CIL;{
Dénde:
CE: Cantidad de equilibrio
CFT: Costos fijos totales
Pu: Precio de venta unitario
CVT: Costos variables totales
IT: Ingreso total
e) Valor actual neto. Es la diferencia entre los ingresos totales y los costos totales
actualizados. Su férmula matematica es:
VAN = NG ¢t
£ @+

Doénde:

Bt: Beneficios totales
Ct: Costos totales

i: Tasa de actualizacion

n: Namero de periodos
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El criterio de seleccién del VAN es:
VAN = 0, indica que el proyecto es indeterminado
VAN > 0, indica que el proyecto se acepta

VAN < 0, indica que el proyecto se rechaza

f) Tasa Interna de rentabilidad. La Tasa Interna de Rentabilidad se refiere a la tasa
de interés que igualan los ingresos actualizados con los costos actualizados. Se
representa mateméaticamente de la siguiente manera:

— < (Bt- Ct) B
£ 1 + "

Dénde:

i: TIR buscada

Bt: Beneficios totales

Ct: Costos totales

n: Ntimero de periodos

El criterio de seleccién es aceptar todos aquellos proyectos que tengan una Tasa Interna

de Rentabilidad igual o mayor a la tasa de interés seleccionada, en caso contrario se

rechaza.

g) Relacion beneficio costo. La Relacién Beneficio Costo se refiere a la relacion entre

los ingresos y los costos actualizados. Su féormula matematica es la siguiente:

RB/C:ti1 (M><>o
— 1+

Doénde:

BT: Beneficios totales

CT: Costos totales

i: Tasa de actualizacién

n: Namero de periodos
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El criterio de seleccion es aceptar todos aquellos proyectos con una B/ C igual o mayor
que uno y rechazar a aquellos que tienen un B/C menor que uno. En términos
resumidos:

B/C >1, significa que el proyecto se acepta

B/C <1, significa que el proyecto se rechaza

B/C =1, significa que el proyecto es indeterminado

La B/C - 1 representa la utilidad o pérdida por cada peso invertido en el proyecto.

h) Determinacioén del factor descuento
El factor de descuento se refiere a la tasa de interés con que se va a actualizar los

ingresos y costos més uno. La férmula del factor de descuento es:

i) Utilizando tasa de interés nominal
1+ )"
Doénde:
Fd: Factor de descuento
i: Tasa de interés o de descuento nominal
n: Namero de periodos
) Utilizando tasa de interés real
Fd = 1
1+
Dénde:

Fd: Factor de descuento
r: Tasa de interés o de descuento real

n: Namero de periodos

Con el factor de descuento es posible transformar los valores corrientes (o valores
constantes) a valores presentes, que son necesarios para realizar la evaluacién de
proyectos; es decir, calcula el valor de una cantidad de dinero futuro a valores

presentes (Lenz, 2010).
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IV. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo.
4.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de tres variedades de Salvia hispanica denominadas Chia “Blanca
547, Chia “Negra 59” y Chia “Pinta”, mismas que fueron proporcionadas por su

obtentor el Ing. Guillermo de Rosas del Municipio de Acatic, Jalisco, México (Figura 1).

A

I
1 mm

Figura 1. Semillas de tres variedades de S. hispanica usadas para la germinacién in vitro. (A)
Chia “Blanca 54”, (B) Chia “Negra 59” y (C) Chia “Pinta”.
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4.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacién

El medio de cultivo empleado estuvo constituido por las sales minerales y vitaminas
del medio basico MS (Murashige y Skoog, 1962) (Apéndice 1) adicionado con sacarosa
(30 g L1). El pH del medio se ajusté 5.7 con NaOH o HCl 1N en un potenciémetro
(Thermo Scientific® Modelo Orion 3 Star) y se gelific6 con agar-agar (Merck®, 8.5 g L-
1). La esterilizacion se llevé a cabo en autoclave vertical (AESA® 300) a 121 °Cy 1.5 kg
cm? de presiéon durante 20 min. Los cultivos se mantuvieron en cuarto de incubacién
a 26 +2 °C en condiciones de fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad e intensidad

luminosa de 45 pmol m2 s
4.3 Establecimiento del cultivo aséptico
4.3.1 Desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCl) y fungicidas

Para definir el método de desinfeccién se seleccionaron 200 semillas de Chia “Pinta” y
“Blanca” sanas sin dafios mecanicos ni de insectos y de tamafio uniforme, las cuales se
colocaron en un frasco de vidrio de 45 mL para lavarlas con detergente comercial
(Roma®) y agua de la llave durante 5 minutos en agitacién continua. A los frascos con
las semillas se les colocé una tela fina sujetada con una liga para retirar completamente
los residuos de detergente y después enjuagarlas cinco veces con agua destilada
esterilizada. Bajo condiciones de asepsia (campana de flujo laminar horizontal VECO®)
se aplicaron cuatro tratamientos de desinfeccién usando hipoclorito de sodio (NaOCI)
comercial (Cloralex®), en agitacién continua (Cuadro 1). A cada tratamiento de NaOCl

se le adicion6 surfactante Tween®20 (0.5 % v/v).
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Cuadro 1. Concentraciones de hipoclorito de sodio comercial (NaOCl) y tiempos de
inmersion evaluados en la desinfeccion de semillas de tres variedades de Salvia

hispanica.
Tratamiento NaOCl Tiempo Semillas
(Ndm.) (%, v/v) (min.) (Nam.)
1 20 15 50
2 20 20 50
3 30 15 50
4 30 20 50

Después de los tratamientos de NaOCI las semillas se sumergieron en solucién
fungicida compuesta de Benlate® + Captan® (4 g L1 ¢/u) + Tween®20 (0.5% v/v),
durante 10 min en agitacion continua. Posteriormente, las semillas se sembraron en
grupos de cinco en frascos de 45 mL de capacidad con 10 mL del medio de cultivo MS

a la mitad de concentracion de sales.
4.3.2 Desinfeccion solo con NaOCl

De acuerdo con los resultados de los primeros tratamientos de desinfeccién con NaOCl
y fungicidas, se evaluaron nuevamente los tratamientos del Cuadro 1 pero sin la
adicion de fungicidas. Ademads, se establecieron otros cuatro tratamientos que
incluyeron la reducciéon de dosis de NaOCl y tiempos de inmersiéon (Cuadro 2). Las
semillas se sembraron en grupos de cinco en frascos de 45 mL de capacidad con 10 mL

del medio de cultivo MS a la mitad de concentracion de sales.
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Cuadro 2. Concentraciones de hipoclorito de sodio comercial (NaOCl) y tiempo de
inmersion evaluados en la desinfeccion de semillas de tres variedades de Salvia

hispanica.

Tratamiento NaOCl Tiempo Semillas
(Nam.) (%) (min) (Nam.)
1 10 10 50
2 10 15 50
3 15 10 50
4 15 15 50
5 15 20 50
6 20 15 50
7 20 20 50
8 30 15 50
9 30 20 50

4.3.3 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Cada cuatro dias, durante un periodo de cuatro semanas, se hicieron observaciones en
cada uno de los tratamientos para determinar: tasa de supervivencia (%), tasa de
. o . ) o .
contaminacion total (%), contaminacién por bacterias (%), contaminacién por hongos
(%), inicio de la contaminacién (nimero de dias) y término de contaminacién (nimero

de dias).

El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar con 10 repeticiones
por tratamiento cuya unidad experimental fue un frasco de cultivo con cinco semillas
sembradas. El anélisis de varianza de los resultados obtenidos para cada variedad de
Chia; se realiz6 con el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para la

comparacion de medias se uso6 la prueba de Tukey (P<0.05).
4.3.4 Germinacion y cinética de crecimiento

Para conocer la tasa de germinacion y la cinética de crecimiento se sembraron semillas
de las variedades “Blanca 54”, “Negra 59” y “Pinta” en medio de cultivo MS a la mitad

de la concentracion de sales.
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4.3.4.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Cada tercer dia, por un periodo de tres semanas, se hicieron observaciones en cada
variedad para determinar: tasa de germinacién (%), inicio y término de germinacién

(ntmero de dias) y altura de plantula (cm).

El experimento se estableci6 en un diseho completamente al azar simple con diez
repeticiones por tratamiento con cinco semillas sembradas en cada frasco de cultivo
como la unidad experimental. Los resultados de cada variable cuantificada se
sometieron a una ANOVA usando el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y

para la comparacion de medias se usé la prueba de Tukey (P<0.05).
4.4 Induccién de brotes

Para la induccién de brotes en los tres materiales de Chia se evaluaron tres tipos de
explantes que consistieron en dpices de brote, yema axilar y segmentos de tallo (1 cm
de longitud) (Figura 2) disecados de plantulas de 20 dias de edad germinadas in vitro.
Los explantes se sembraron en medio MS (Apéndice 1) modificado a la mitad de la
concentracién de nitrégeno adicionado con bencilaminopurina (BAP) y cinetina (CIN)

(Cuadro 3).

0.5 cm 0.5 cm 0:5 cm

Figura 2. Explantes de S. hispanica para la induccién de brotes disecados de plantas
germinadas in vitro de 20 dias de edad. (A) Apice de brote, (B) Yema axilar y (C)
Segmento de tallo.
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Cuadro 3. Concentraciones de bencilaminopurina (BAP) y cinetina (CIN) evaluadas en la
induccion de brotes de tres variedades de Salvia hispdnica.

Tratamiento BAP CIN

(Nam.) mg L1 uM mg L1 uM
1 0 0 0 0
2 0.563 2.5 - -
3 1.126 5 - -
4 2.252 10 - -
5 3.378 15 - -
6 - - 0.538 2.5
7 - - 1.077 5
8 - - 2.155 10
9 - - 3.232 15

4.4.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las observaciones se hicieron cada cuatro dias por un periodo de cuatro semanas y se
cuantificaron el oscurecimiento del explante (%); brotacién (%), definida como el
namero de explantes que generaron brotes; dias en que se present6 respuesta (nadmero

de dias); nimero de brotes por explante y tamafio de brote (cm).

El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar con doce repeticiones
por tratamiento con dos explantes sembrados en cada frasco de cultivo como unidad
experimental. Los datos obtenidos se analizaron con un arreglo factorial 3X9= 27
tratamientos en total. El andlisis de varianza de los datos se realiz6 con el programa
estadistico SAS (SAS Institute, 2003) usando la prueba de Tukey (P<0.05) para la

comparacion de medias.
4.5 Multiplicacion de brotes

En esta etapa, brotes de 1.5 cm de longitud, de las variedades de Chia: “Blanca 54,

“Negra 59” y “Pinta”, se establecieron en medio MS (Apéndice 1) modificado a la mitad
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de la concentracion de Nitrégeno adicionado con las mismas concentraciones de BAP

y CIN evaluadas en la etapa de induccion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentraciones de bencilaminopurina (BAP) y cinetina (CIN) evaluados en la
multiplicacién de brotes de tres variedades de Salvia hispanica.

Tratamiento BAP CIN

(Nam.) mg L1 pM mg L1 uM
1 0 0 0 0
2 0.563 1.25 - -
3 1.126 2.5 - -
4 2.252 5 - -
5 3.378 10 - -
6 - - 0.538 1.125
7 - - 1.077 2.5
8 - - 2.155 5
9 - - 3.232 10

4.5.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las observaciones de las respuestas se hicieron cada cuatro dias por un periodo de
cuatro semanas y se cuantificé la brotacién (%), namero de brotes por explante y
tamafio de brote (cm). El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar
con doce repeticiones por tratamiento con dos brotes sembrados en cada frasco de
cultivo como unidad experimental. El anélisis de varianza de los datos se realiz6 con
el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2003) usando la prueba de Tukey (P<0.05)

para la comparacién de medias.
4.6 Enraizamiento de brotes

Brotes de 2.5 cm de las tres variedades de Chia se subcultivaron en medio de cultivo
MS a la mitad de concentracion de sales adicionado con acido indol-3-acético (AIA) y

sin reguladores de crecimiento como testigo, con la finalidad de inducir el
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enraizamiento. Se usaron frascos de 235 mL de capacidad con 40 mL de medio de

cultivo.
4.6.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las observaciones de las respuestas se hicieron cada cuatro dias por un periodo de 20
dias para determinar los dias en que se present6 la respuesta, porcentaje de
enraizamiento (%), nimero de raices por explante y longitud de raiz (cm). El
experimento se establecié en un disefio completamente al azar con 10 repeticiones con
cuatro plantas sembradas en cada frasco de cultivo como unidad experimental. El
andlisis de varianza de los resultados obtenidos para cada material de Chia, se realizé
con el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para la comparacion de medias

se us6 la prueba de Tukey (P<0.05).
4.7 Aclimatacion de plantas

Se seleccionaron plantas in vitro enraizadas de 5 y 8 cm de altura de las tres variedades
de Chia. Las plantas se extrajeron de los frascos y las raices se lavaron con agua
destilada estéril para retirar los residuos del medio de cultivo. Después se plantaron en
vasos de poliestireno expandido de 175 ml de capacidad con sustrato artificial
constituido por turba y perlita en proporciéon 1:1, y se regaron con solucién Steiner

(1984) al 50%.

Después del trasplante las plantas se cubrieron con vasos de poliestireno cristal (GPPS)
de 9x15 cm (didmetro/alto) sellados con un domo del mismo material, con
perforaciones en el extremo superior, para favorecer la circulaciéon de aire. Las
plantulas se colocaron a temperatura ambiente promedio de 25+2 °C con fotoperiodo
de12h (30 pmol m2s1) y 80 % de humedad relativa y se fertiliz6 con la solucién Steiner
(1984) al 50% cada 5 dias. Las plantas se descubrieron a los 15 y 30 dias después del

trasplante (ddt) y se mantuvieron en la camara de crecimiento durante dos semanas

36



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

mas recibiendo la fertilizacion en riegos efectuados con solucién Steiner (1984) cada 3

dias.
4.7.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

A los 15 y 30 dias se contabiliz6: tasa de supervivencia (%), namero de hojas, y altura
de planta (cm). El experimento se establecié en un disefio completamente al azar simple
y los datos obtenidos se analizaron con un ANOVA para cada variedad. Cada
tratamiento estuvo representado por 10 repeticiones y la unidad experimental fue una
planta, el anédlisis de varianza se hizo para cada variable y variedad de Chia con el
Software de Andlisis estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para la comparacion de
medias se utiliz6 la prueba de Tukey (P<0.05).

4.8 Analisis financiero de la propagacion in vitro de Salvia hispanica

El anélisis financiero se llevé a cabo con informacién proporcionada en el Laboratorio
de Biotecnologia Agricola del Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-

Genética del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
4.8.1 Costos de produccién

Los costos de produccion del cultivo in vitro de Chia se hicieron por lote de produccion
anual, para dar un panorama general sobre este cultivo, asi mismo conocer la
rentabilidad de usar las técnicas de cultivo de tejidos in vitro para la propagacion de

esta especie.
4.8.2 Ingresos

Los ingresos se calcularon considerando un precio unitario de $ 5.00 por planta y una

produccion mensual estimada de 25,000 plantas.
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4.8.3 Eficiencia econémica: Punto de equilibrio

El punto de equilibrio se calcula en términos de ingresos o en términos de cantidades

producidas. Para esta investigacion se uso la siguiente metodologia:

Se calcul6 el punto de equilibro en términos de ingreso mediante la siguiente férmula:

CF
- [or

PE =

Doénde:

PE: Punto de equilibrio

CF: Costos fijos

CV: Costos variables

IT: Ingreso Total

4.8.4 Indicadores de rentabilidad

La evaluacién de rentabilidad se concentra principalmente en la comparacién de los
costos y beneficios actualizados y los indicadores de estimacion que se evaltian son:
valor actual neto (VAN), relaciéon beneficios costos (B/C) y tasa interna de retorno

(TIR).
a) Valor Actual Neto (VAN)

Para Calcular el Valor Actual Neto (VAN), se utiliz6 la formula matematica:

O (Bt-Co)

VAN = P EE——
£ a1+

Dénde:

Bt: Beneficios totales
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Ct: Costos totales
i: Tasa de actualizacién
n: Numero de periodos

Se considero el criterio de seleccion del VAN como:
VAN =0, indica que el proyecto es indeterminado
VAN > 0, indica que el proyecto se acepta

VAN <0, indica que el proyecto se rechaza
b) Tasa interna de rentabilidad (TIR)

La Tasa Interna de Rentabilidad se calcul6 de la siguiente manera:
t=n
(BT - CT)
TIR = ) =2 =
t=1 ( 2
Dénde:
i: TIR buscada
BT: Beneficios totales
CT: Costos totales
n: Ntimero de periodos
El criterio de selecciéon utilizado fue aceptar si el valor de la Tasa Interna de
Rentabilidad era igual o mayor a la tasa de interés seleccionada, en caso contrario se

rechazaria.
¢) Relacion beneficio Costo (B/C)

La Relacion Beneficio Costo se calcul6 de acuerdo a la férmula matemaética siguiente:

S er

<>0
N\ n
& 1+

RB/C =

Dénde:
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BT: Beneficios totales
CT: Costos totales
i: Tasa de actualizacién

n: Ntamero de periodos

El criterio de seleccién que se utiliza es aceptar con una B/C igual o mayor que uno y

rechazar si tienen un B/C menor que uno. En términos resumidos:
B/C >1, significa que el proyecto se acepta

B/C <1, significa que el proyecto se rechaza

B/C =1, significa que el proyecto es indeterminado

La B/C representa la utilidad o pérdida por cada peso invertido en el proyecto.

Enresumen, la presente investigacion se desarroll6 en seis fases, las cuales comprenden
la regeneracion in vitro de tres variedades de S. hispanica que abarca desde germinacion
de semillas en condiciones asépticas hasta la aclimatacion de las plantulas
multiplicadas bajo estas condiciones (1-5) y un andlisis financiero (6) que involucra

todo el proceso desarrollado (Figura 3).
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MATERIAL VEGETAL
Semillas de S. hispanica de las variedades “Blanca
59", “Negra 54” v “Pinta”

¥ -

Fase 1
ESTABLECIMIENTO
DEL (;ULTIVO w
ASEPTICO
Fase 2
Germinacién de INDUCCION DE
semillas in vitro. BROTES
Cinética de
crecimiento. Tipo de Explante.
Efecto de
concentracion de
reguladores de
crecimiento
Fase 3 Fase 6
MULTIPLICACION |<— M ANALISIS
DE BROTES FINANCIERO
Fase 4
ENRAIZAMIENTO
DE BROTES
Fase 5
ACLIMATACION

Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en la regeneracién in vitro de S.
hispanica (Fases 1-5) y analisis financiero (Fase 6).
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V.RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Establecimiento del cultivo aséptico
5.1.1 Desinfeccion con NaOCl y fungicidas

Después de cuatro semanas del establecimiento de los cultivos in vitro con materiales
de Chia “Blanca” y “Pinta”, todos los tratamientos con NaOCl y fungicidas impidieron
el crecimiento de microorganismos contaminantes (hongos y bacterias). Sin embargo,
en ninguno de los tratamientos las semillas mostraron sefiales de germinacion por lo
que probablemente resultaron téxicos. Se observé que el mucilago que liberan las
semillas de chia al entrar en contacto con el agua adquiri6 una coloracién blanquecina,
producto de la unién con el fungicida, y esa capa formada fue la que impidi6 la

emergencia de la radicula (Figura 4).

Figura 4. Semillas de Salvia hispanica Variedad Chia “Blanca 54” tratadas con NaOCl y
fungicidas libres de contaminacion después de cuatro semanas.

En muchas especies la utilizacion de fungicidas como agente desinfectante es comdn
en los procesos de desinfeccion de explantes y semillas. Sin embargo, en algunas otras
los fungicidas muestran un efecto negativo en los explantes. En Melica violacea se ha

reportado efecto negativo provocado por el uso de Captan® (Doll et al., 2013); en esta
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especie, se probaron diferentes tratamientos pre-germinativos y observaron que 1 g L-
1 de Captan® inhibio el proceso de germinacién in vitro. Mientras que en trigo harinero
(Triticum aestivum L.) la mezcla de cuatro fungicidas (Captan 20% i.a., carboxina 20%
ia., thiram 20.0% i.a. y tebuconazole 0.6% i.a.) afect6 la viabilidad de la semilla,
ocasionando retraso en la germinacién, aun cuando las semillas se sembraron en
condiciones que les permitian expresar su mas alto potencial de germinaciéon (Lozano
et al., 2006). Este efecto concuerda con lo reportado por Jeffs (1986) y Warham et al.
(1996), quienes sefialan la importancia de realizar pruebas preliminares para identificar
posibles efectos fitotoxicos en la semilla causados por tratamientos quimicos. Por otra
parte, el mucilago que secretan las semillas de S. hispanica cuando se encuentran en un
medio humedo (Capitani et al., 2015) juega un papel importante, ya que, al realizar la
inmersion de las semillas en los tratamientos, el mucilago de Chia tiende a solubilizarse
tacilmente en agua formando soluciones altamente viscosas a bajas concentraciones
(Avila et al., 2015) y con la capacidad de formar una pelicula (Mufioz et al., 2012).
Cuando las semillas de Chia se lavaron con agua destilada estéril dicha pelicula impide
en cierto grado retirar el excedente tanto de NaOCl como de los fungicidas, provocando

efectos fitotdxicos en la semilla.
5.1.2 Desinfeccion s6lo con NaOCl

Debido al efecto negativo observado en las semillas de chia con la aplicacién del
fungicida Captan posterior a la inmersién en NaOCl, se evalu6 la efectividad del
hipoclorito de sodio como tnico agente desinfectante. De los nueve tratamientos de
desinfeccién evaluados, la mejor respuesta para el establecimiento del cultivo aséptico
se logré cuando las semillas se trataron durante 20 min con 15 y 20% de NaOCI; en
estos tratamientos se obtuvo 95 % de supervivencia en chia Blanca sin que se presentara

contaminaciéon (Apéndice 2; P<0.05; Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efectividad del hipoclorito de sodio (NaOCI) comercial en la desinfeccién y
supervivencia de semillas de Salvia hispanica Variedad Chia “Blanca 54” después
de cuatro semanas de cultivo.

NaOCl Tiempo de inmersién Supervivencial
(%) (min) (%)
10 10 34c
10 15 55b
15 10 91a
15 15 91a
15 20 95 a
20 15 9% a
20 20 90 a
30 15 60 b
30 20 52 be

TMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5).

Cuando se sumergieron las semillas de Chia durante 15 minutos en 10% de hipoclorito
de sodio se present6 contaminacién por hongos, tanto en la variedad “Blanca 54” como
en la “Pinta”; en la primera la contaminacion se presento a los seis dias después de la
siembra, mientras que en chia “Pinta” a los 13 dias (Figura 5). En ambas variedades la
contaminacion inicié en la periferia de las semillas por lo que el tratamiento no resulté

efectivo para la desinfeccion.

A ‘ B

o -~

Figura 5. Contaminacién por hongos durante el establecimiento in vitro de semillas de
Salvia hispdnica. (A) Variedad Chia “Blanca 54” después de seis dias de cultivo;
(B) Variedad Chia “Pinta” a los 13 dias de cultivo.
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Conforme se aumento la concentracién de NaOCl se incremento la efectividad en el
control de la contaminacion; sin embargo, disminuy6 el porcentaje de supervivencia
de las semillas germinadas, por lo que a partir del 30% también el NaOCI resulté

titotoxico para las semillas de S. hispanica.

Los resultados en la variedad “Pinta” fueron similares a la “Blanca 54”7, la utilizacion
de 15y 20% de NaOCI mostraron una respuesta positiva sobre la desinfeccién de las
semillas (P<0.05; Apéndice 3). En promedio, la tasa de supervivencia fue de 94%
cuando las semillas se trataron con 15% de NaOCI durante 20 minutos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efectividad del hipoclorito de sodio (NaOCl) comercial en la desinfeccién y

supervivencia de semillas de Salvia hispanica Variedad Chia “Pinta” cultivada
durante cuatro semanas.

N;;OC/Z )Cl Tiempo de inmersion Supervivencia¥

(min) (%)
10 10 51c
10 15 66 b
15 10 87 a
15 15 93 a
15 20 9 a
20 15 92a
20 20 92a
30 15 56 c
30 20 48 c

fMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5).

La respuesta del tratamiento con 30% de NaOCI en la variedad “Pinta” fue eficiente
para la desinfecciéon de las semillas, sin embargo, también resulté toxico como se
observo en la variedad “Blanca 54”. Este efecto fue reportado por Borges et al. (2009)
para Dioscorea alata donde al incrementarse la concentracién de hipoclorito de sodio, la

supervivencia de las semillas disminuye.

Un estudio comparativo de propagacion in vitro y ex vitro de S. hispanica reporté que

en la germinacion de las semillas no se presentaron problemas de contaminacién y se

45



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

alcanz6 una tasa de 100% cuando las semillas se trataron con etanol al 70% por 30
segundos seguida de hipoclorito de sodio comercial (5%, ACE® Procter & Gamble Co.,
USA v/v) durante 5 minutos (Zayova, 2017). De forma similar, Marconi et al. (2013)
reportaron la desinfeccién de semillas por inmersiéon durante 20 segundos en etanol,
seguido de un tratamiento de 10 minutos con una solucién de hipoclorito de sodio (4%
activo) mas 0.1% de Triton® X-100, con lo que la contaminacién fue menor de 10%. Los
resultados del presente estudio indican que el hipoclorito de sodio, como tnico agente
desinfectante, es eficiente para obtener hasta 94% semillas de chia libres de

microorganismos contaminantes para su establecimiento in vitro cuando se tratan con

15% de NaOCl durante 20 minutos.
5.1.3 Germinacidn in vitro y cinética de crecimiento
5.1.3.1 Germinacion in vitro

La germinacion in vitro en las tres variedades de Chia evaluadas (“Blanca 54”, “Negra
59” y “Pinta”) inici6 a los tres dias después de la siembra y se determiné como la
emergencia de la radicula. La variedad “Blanca 54” solo mostré un dia de diferencia en
comparacion con las demds (Apéndice 3). Los porcentajes de germinacién se
comportaron de forma similar; en chia “Negra 59” se present6 el mayor porcentaje de

germinacion (95 %) y el mas bajo se obtuvo en la variedad “Pinta” (92%) (P<0.05; Figura

6y7).
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Figura 6. Porcentaje de germinacion de tres variedades de Salvia hispanica cultivadas en
medio MS a la mitad de concentracion de sales después de cuatro semanas.

Figura 7. Germinacién in vitro de semillas de Salvia hispanica. (A) Variedad Chia “Blanca”
y (B) Variedad Chia “Pinta” a los tres dias después de la siembra.

Rovati et al. (2012) reportaron ensayos de germinacion sobre papel absorbente a 25°C y
luz constante, obtuvieron porcentajes de germinacién que variaron entre 86 y 87% para
semillas blancas y de 86 a 94 % para semillas negras. En otro estudio, Bueno et al. (2010)

obtuvieron 96% de germinacién para semillas blancas y 100% para semillas negras.

Las semillas utilizadas en esta investigacion tenian una edad de 30 dias de cosechadas
cuyo tiempo es idéneo para tener una germinacién exitosa, como lo mencionan

Buenrostro et al. (2016) en un estudio sobre el deterioro de semilla de Chia donde
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observaron que el porcentaje de germinacién disminuye conforme aumenta el tiempo
de almacenamiento hasta ser nula después de 56 dias; esta respuesta se presenta si se
usan condiciones de almacenamiento con una humedad de 75% en cajas cerradas
herméticamente a una temperatura de 40°C. Por esta razon, es importante utilizar
semilla de alta calidad fisiologica almacenada en condiciones de baja humedad (5 - 7%)
y temperaturas de 0 a 10 °C (Ellis et al,, 1985) o que sean lo mas recientemente

cosechados acompafiado de pruebas de analisis pregerminativos.
5.1.3.2 Cinética de crecimiento

Para conocer la cinética de crecimiento de las plantulas de Salvia hispanica en
condiciones in vitro, se implementé una metodologia que consisti6 en evaluar el
comportamiento germinativo para obtener una curva sigmoidal de la radicula y parte
aérea. En la radicula se observé un crecimiento potencial entre los dias 5 y 15 después
de su siembra in vitro para las variedades “Negra 59” y “Pinta”; para la variedad
“Blanca 54” hubo un ligero desfase en tiempo, sin embargo, fue la que mayor

crecimiento de radicula alcanzé (Figura 8).
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Figura 8. Crecimiento in vitro de la radicula de tres variedades de Salvia hispanica
germinadas en medio MS a la mitad de concentraciéon de sales a los 20 dias de
cultivo.
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En la parte aérea el resultado fue similar en las tres variedades de chia, solo se observé
una ligera diferencia de crecimiento para la Variedad “Blanca 54" con 0.5 cm promedio
mayor que la Variedad “Negra 59” (Figura 9). Las tres variedades mostraron
crecimiento de la plantula a partir del tercer dia, el crecimiento continué siendo
exponencial-lineal hasta los 20 dias, donde se present6 una desaceleracién, y a los 25
dias se presentd un ennegrecimiento progresivo en las hojas méas maduras. Estos
resultados permitieron determinar que el tamafio promedio de las pldntulas usadas
como donadoras de explantes debe ser de 6 cm de parte aérea con un niimero promedio

de tres entrenudos y 20 dias de edad.
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Figura 9. Crecimiento in vitro de la parte aérea en plantulas de tres variedades de Salvia
hispanica germinadas en medio MS a la mitad de concentracion de sales a los 30
dias de cultivo.

El anélisis de varianza mostré que la variedad Chia “Blanca 54” alcanz6 una altura de
planta promedio significativamente mayor al de las otras variedades (6.37 cm) (P<0.05;

Apéndice 4; Cuadro 7).
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Cuadro 7. Altura de plantulas in vitro de tres variedades de Salvia hispanica germinadas en
medio MS a la mitad de concentracién de sales después de cuatro semanas de

cultivo.
Variedad Altura flcﬁ;slantaﬂ
“Blanca 54” 637 a
“Negra 59” 587b
“Pinta” 557b

IMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5).

El crecimiento se define como el aumento constante en el tamafio de un organismo,
acompafiado de procesos como la morfogénesis y la diferenciacién celular (Taiz et al.,
2015). En ese sentido, el comportamiento de un proceso biolégico se puede describir
mediante una curva, misma en la que se identifican cinco fases (Hunt, 1990): Fase uno:
logaritmica (fase inicial del crecimiento), fase dos: exponencial, fase tres: logaritmica o
lineal, fase cuatro: desaceleracion negativa y fase cinco: estacionaria. En Salvia hispanica
el analisis de esta curva permiti6 evaluar el crecimiento en funcién del tiempo y ayudo
a establecer el momento 6ptimo de obtenciéon de explantes para la regeneracion in vitro

de cada variedad de chia en estudio.
5.2 Induccion de brotes

El andlisis de varianza demostré que el tipo de explante tuvo un efecto significativo
sobre la tasa de supervivencia, brotacion, el nimero de brotes obtenidos y el tamafio
de los mismos en las tres variedades de S. hispanica después de cuatro semanas de
cultivo Los explantes de yema axilar y dpices de brote formaron brotes en todos los
tratamientos evaluados mientras que en los segmentos de tallo la respuesta fue nula.
En las variedades “Blanca 54” y “Pinta” el mayor namero de brotes se obtuvo cuando
se utilizaron explantes de yema axilar, en promedio produjeron 17.4 y 12.8 brotes
respectivamente (P<0.05; Apéndice 5 y 7), mientras en la Variedad “Negra 59” el 4pice
de brote indujo un promedio mayor de brotes (15.26) (P<0.05; Apéndice 6). Respecto al
tamafio promedio de los brotes, se observaron ligeras diferencias significativas en la

variedad “Negra 59” y “Blanca 54", y fueron insignificantes en “Blanca 54” (Cuadro 8).
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Naser et al. (2004) mencionan en su estudio sobre micropropagacioén de salvia silvestre
(Salvia fruticosa Mill.) que los brotes de mayor longitud (3.3 cm) asi como el mayor
namero de brotes (3.9) se obtuvieron a partir de explantes nodales. Estos valores son
cinco veces menores que lo obtenido en esta investigacion. Por su parte, Bisio et al.
(2016) reportaron que el mejor resultado en el namero de brotes de Salvia corrugata
Vahl. se alcanza cuando se utilizan brotes apicales como explantes. En cambio, cuando
se usan segmentos de tallos las respuestas morfogénicas son callos y raices adventicias,
resultados que también fueron reportados por Pinarosa et al. (2005) y Marconi et al.
(2013) en S. officinalis y S. hispanica, respectivamente.

Cuadro 8. Respuesta del tipo de explante de tres variedades de Salvia hispanica en la
induccién de brotes después de cuatro semanas de cultivo.

Tipo de Supervivencia¥ Brotacion’ Brotes' Tamafiof
Explante (%) (%) (Nam ) (cm)
Variedad “Blanca 54"
Apice de brote 87.7 a 100 a 135b 13a
Yema axilar 87.7a 100 a 174 a 13a
Segmento de tallo 83.2b Ob Oc Ob
Variedad “Negra 59”
Apice de brote 86.3 b 100 a 153 a 12b
Yema axilar 87.1a 100 a 149Db 13a
Segmento de tallo 8l.5¢ Ob Oc Oc
Variedad “Pinta”
Apice de brote 87.1a 100 a 12.2b 12a
Yema axilar 87 a 100 a 12.8 a 11b
Segmento de tallo 81.7b Ob Oc Oc

IMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5).

Marconi et al. (2013) mencionan que los segmentos de tallo de S. hispanica (sin que
especifique la variedad evaluada) generan callos cuando se cultivan tanto en
condiciones de luz como de oscuridad, ademas de la formacién de raices adventicias.
Resultados similares fueron consistentes en esta investigacién en todos los tratamientos

evaluados (Figura 10).
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5 mm 5 mm

Figura 10. Respuesta in vitro de segmentos de tallo en la induccion de brotes de Salvia
hispanica (A) Explante inicial y (B) Explante después de cuatro semanas de cultivo
en medio MS adicionado con 5 uM de cinetina.

En cuanto al efecto producido por las citocininas se observé que, en la Variedad
“Blanca 54” tanto la cinetina como la bencilaminopurina indujeron en los apices de
brotes y la yema axilar la formacién de brotes; el mayor promedio de brotes se obtuvo
cuando el medio se suplementé con 5 uM de cinetina con un promedio de 16.3 brotes,
mientras que el medio suplementado con 5 uM de bencilaminopurina, el promedio fue
de 11.7 brotes. (Cuadro 9). Se observé que las concentraciones menores o mayores de 5
uM de ambas citocininas produjeron una tendencia negativa en el namero de brotes

inducidos en las tres variedades evaluadas.

La respuesta del explante a los tratamientos fue superior a lo reportado por Sharma et
al. (2014) donde en un medio adicionado con 5 uM de bencilaminopurina, lograron un
maximo de 15 brotes a partir de segmentos nodales de Salvia splendens. Para este
estudio en S. hispanica la tendencia fue similar. Las concentraciones de citocininas (BAP
y CIN) causaron un efecto significativo en la longitud de brotes. Cuando el medio no
se suplement6 con reguladores de crecimiento, se obtuvieron brotes de mayor longitud
(1.96 cm). En cambio, en las concentraciones donde se indujo el mayor namero de

brotes por explante, éstos fueron de un tamafio menor pero mas homogéneo (Cuadro

9).
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Cuadro 9. Efecto de Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en la induccion de brotes in
vitro de tres variedades de Salvia hispanica después de cuatro semanas de cultivo.

Citocininas uM Supervivencia¥ Brotacion’ Brotesf Longitud?
(%) (%) (Ndam) (cm)
Variedad “Blanca 54"
SRC 0 90.7 a 66.7 a 55 g 1.96 a
BAP 2.5 90.2 a 66.7 a 10.67 d 1.30 dc
5 86.0 ¢ 66.7 a 11.72 ¢ 1.01 e
10 83.6 d 66.7 a 933 e 094 e
15 82.0 e 66.7 a 7.16 f 1.21 d
CIN 2.5 90.1 a 66.7 a 12.61 b 1.01 e
5 874 b 66.7 a 16.33 a 1.27 od
10 83.9 d 66.7 a 9.55 e 1.37 ¢
15 81.7 e 66.7 a 9.67 e 1.62 b
Variedad “Negra 59”
SRC 0 89.1 a 66.7 a 8.16 f 204 a
BAP 2.5 881 b 66.7 a 1225 ¢ 1.60 ¢
5 855 ¢ 66.7 a 13.55 b 0.99 e
10 83.6 d 66.7 a 8.86 e 1.09 d
15 794 e 66.7 a 627 g 116 d
CIN 2.5 89.0 a 66.7 a 988 d 087 f
5 87.6 b 66.7 a 1494 a 094 ef
10 835 d 66.7 a 8.88 e 1.39 ¢
15 792 e 66.7 a 777 f 1.60 b
Variedad “Pinta”
SRC 0 89.7 a 66.7 a 6.05 e 1.82 a
BAP 2.5 88.0 b 66.7 a 8.61 ¢ 114 ¢
5 86.3 c 66.7 a 10.16 ab 0.96 fg
10 845 d 66.7 a 988 b 1.08 cde
15 80.2 e 66.7 a 527 f 1.05 def
CIN 2.5 879 b 66.7 a 822 ¢ 092 ¢
5 87.0 ¢ 66.7 a 10.58 a 0.99 efg
10 83.8 d 66.7 a 857 ¢ 114 od
15 798 e 66.7 a 7.67 d 149 b

IMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5). SRC=Sin reguladores de
crecimiento.

En la variedad “Negra 59” se observaron diferencias significativas en los tratamientos
de cinetina y bencilaminopurina sobre supervivencia (%), numero de brotes y longitud
de brote (cm). El mayor niimero de brotes por explante (14.9) se obtuvo en el medio

suplementado con 5 uM de cinetina, mientras que en el medio suplementado con 5 uM
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de bencilaminopurina, el promedio fue de 13.5 brotes (Cuadro 9). El medio sin
reguladores de crecimiento también promovié la induccién de brotes y fue superior a
los obtenidos en los tratamientos con 15 pM de bencilaminopurina y cinetina a

excepcion de Variedad “Blanca 54”.

En la Variedad “Pinta” el efecto de 5 pM y 10 uM tanto de cinetina como de
bencilaminopurina, a diferencias de las otras variedades evaluadas (54 y 59), no existe
diferencia significativa sobre la induccién de brotes. Es decir, el medio adicionado con
5 uM de BAP indujo un maximo de 10.1 brotes, mientras que con 5 uM de cinetina fue
de 10.5 brotes, y estos a su vez no tienen un efecto diferente de lo producido por 10 pM

de BAP con un promedio de 9.88 brotes (Cuadro 9).

Se observo que la concentracion 6ptima de BAP y CIN en las tres variedades de Salvia
hispanica fue de 5 uM, similar a lo que determinado por Sharma et al. (2014) en la
propagacion in vitro de Salvia splendens. En esta especie, el niimero méaximo de brotes
obtenidos fue solo de 6.6, utilizando segmentos nodales cultivados en medio MS
adicionado con 5 pM de BAP después de cuatro semanas cuando se aumenté la

concentraciéon de BAP a 7.5 pM disminuy6 el promedio de brotes a 4.6.

En las tres variedades de Chia evaluadas las concentraciones de citocininas que
indujeron menor ntimero de brotes promovieron una mayor longitud de los mismos y
esta respuesta es similar con lo reportado por Zayova et al. (2017) para Salvia hispanica
quien reporta la induccién de brotes con una longitud promedio de 1.4 cm y 2.7 brotes
por explantes en un medio MS suplementado con 8.8 uM de BAP, que es consistente

con el tamafio promedio obtenido en esta investigacion.

La mejor combinacién entre tipo de explante y citocininas fue la de yema axilar
cultivadas con 5uM de cinetina; en promedio se indujeron 30 brotes por explante para
la Variedad “Blanca 54” (Cuadro 10; Figura 11). Por su parte Zayova et al. (2017)
reportaron 2.7 brotes por explante con 8.8 uM de BAP utilizando como explantes &pices

de brote de plantas germinadas in vitro de Salvia hispanica de 20 dias de edad.
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Figura 11. Efecto del tipo de explante y Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en el
namero de brotes in vitro de Salvia hispanica Variedad Chia “Blanca 54” después
de cuatro semanas de cultivo. SRC=Sin reguladores de crecimiento.
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Cuadro 10. Efecto de la interaccién entre tipo de explante y Bencilaminopurina (BAP) o
Cinetina (CIN) en la induccién de brotes in vitro de Salvia hispanica Variedad
Chia “Blanca 54” después de cuatro semanas de cultivo.

Tipo de BAP CIN Supervivencia¥ Brotacion? Tamafiot
Explante uM (%) (%) (cm)
0 0 912 a 100 a 201 a
2.5 - 91.0 a 100 a 1.2 def
5 - 88.0 cd 100 a 11 fgh
10 - 85.9 ef 100 a 1.05 ghi
Ap 15 ; 837 fgh 100 a 126 h
- 2.5 911 a 100 a 0.97 hi
- 5 89.2 b 100 a 1.23 def
- 10 854 fg 100 a 1.25 def
- 15 83.9 fg 100 a 153 ¢
0 0 915 a 100 a 192 a
2.5 - 903 b 100 a 1.36 cd
5 - 88.0 cd 100 a 092 ji
10 - 86.0 ef 100 a 0.83 j
Ya 15 - 83.7 hi 100 a 1.16 efg
- 2.5 90.8 b 100 a 1.05 ghi
- 5 904 b 100 a 1.31 de
- 10 85.4 ef 100 a 15 ¢
- 15 83.1 hi 100 a 1.71 b
0 0 894 b 0b 0 k
25 - 893 b 0b 0 k
5 - 821 i 0b 0 k
10 - 789 jk 0b 0 k
Ta 15 - 785 jk 0b 0 k
- 2.5 88.5 cd 0b 0 k
- 5 82.8 hi 0b 0 k
; 10 812 j 0b 0 k
- 15 78.1 k 0b 0 k

IMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5). Ap= Apice de brote; Ya=
Yema axilar; Ta= Segmento de Tallo

En la Variedad “Negra 59” la mejor combinacién entre explante y citocininas fue la
yema axilar con 5uM de cinetina, con un promedio de 23.8 brotes por explante (Figura
12). Con las concentraciones mas altas de ambas citocininas el naumero de brotes fue
menor y hubo mayor formacién de callo en la base del explante que estuvo en contacto

con el medio.

56



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

30 -
@ Apice
25 1 O Yema Axilar
" b bc OSegmento de Tallo
2 20 | cod _
2 — e
[ ¢ <
[
o - fg
o ° 1gh hi gh gh  gh
g j e
S 10 A k
2
5 -
I | I I [
0 -
SRC 2.5 5 10 15 2.5 10 15
BAP CIN

Citocininas (uM)

Figura 12. Efecto del tipo de explante y Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en el
namero de brotes in vitro de Salvia hispanica variedad Chia “Negra 59” cultivados
durante cuatro semanas. SRC=Sin reguladores de crecimiento.

Respecto a la longitud de los brotes en esta variedad, se observé que fue inversamente
proporcional al namero inducido, es decir, la mayor longitud de brotes se alcanzé en
las dosis de citocininas donde se indujo menor ntmero de brotes. Por ejemplo, en el
tratamiento de yema axilar donde no se usaron reguladores de crecimiento el promedio

de la longitud de brotes fue de 2.1 cm, mientras que en el tratamiento con 5uM de

cinetina el promedio fue de 0.94 cm (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efecto de la interaccién entre el tipo explante y Bencilaminopurina (BAP) o
Cinetina (CIN) en la induccién de brotes in vitro de Salvia hispanica variedad Chia
“Negra 59” cultivados durante cuatro semanas.

Tipo de BAP CIN Supervivencia Brotacién’ Tamaifiof
Explante (uM) (%) (%) (cm)
0 0 904 a 100 a 1.90 b
25 - 904 a 100 a 157 d
5 - 86.9 de 100 a 098 g
10 - 84.5 i 100 a 1.18 f
Ap 15 - 81.2 j 100 a 1.18 f
- 25 90.6 a 100 a 0.84 h
- 5 879 ¢ 100 a 0.89 gh
- 10 84.7 hi 100 a 1.22 f
- 15 80.7 j 100 a 1.47 de
0 0 90.8 a 100 a 219 a
25 - 899 b 100 a 1.36 e
5 - 88.5 ¢ 100 a 1.00 g
10 - 85.9 fg 100 a 101 g
Ya 15 - 815 j 100 a 115 f
- 25 90.6 a 100 a 0.90 gh
- 5 904 a 100 a 099 g
- 10 85.4 hi 100 a 156 d
- 15 81.4 j 100 a 1.73 ¢
0 0 86.2 e 0b 0i
2.5 - 84.2 i 0b 0i
5 - 81.2 j 0b 0i
10 - 80.2 j 0b 0i
Ta 15 - 755 k 0b 0i
- 25 85.8 gh 0b 0i
- 5 84.5 hi 0b 0i
- 10 80.6 j 0b 0i
- 15 755 k 0Ob 0i

YMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5). Ap= Apice; Ya= Yema
axilar; Ta= Segmento de Tallo
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Para la variedad “Pinta” la combinacién de yema axilar y 5 pM de cinetina indujo un
promedio de 18 brotes, mientras que con la misma concentracién equimolar pero de
BAP se obtuvo un promedio de 14 brotes. En cambio, el apice de brote en combinacién
de 5 uM de cinetina indujo un promedio de 14 brotes y con 5 pM de BAP se obtuvieron
en promedio de 16 brotes (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del tipo de explante y Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en el
namero de brotes in vitro de Salvia hispanica variedad Chia “Pinta” cultivados
durante cuatro semanas. SRC=Sin reguladores de crecimiento.

La longitud de los brotes en la variedad “Pinta” present6 la misma tendencia que en
las otras dos variedades; el medio sin reguladores de crecimiento fue donde se
obtuvieron brotes de mayor longitud (1.8 cm). Ademads, los brotes presentaron un
tamafio mas uniforme en las dosis de reguladores de crecimiento donde el promedio

de ntimero de brotes fue mas alto (Cuadro 12).

59



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

Cuadro 12. Efecto de la interaccién entre tipo de explante y Bencilaminopurina (BAP) o
Cinetina (CIN) en la supervivencia, brotacion y tamafio de brotes in vitro de Salvia
hispanica variedad Chia “Pinta” después de cuatro semanas de cultivo.

Tipo de BAP CIN Supervivenciaf Brotacion’ Tamaiiof
Explante (M) (%) (%) (cm)
0 0 90.8 b 100 a 1.83 a
2.5 - 90.7 b 100 a 1.27 ¢
5 - 88.2 de 100 a 0.96 f£
10 - 85.7 f 100 a 1.03 ef
Ap 15 - 81.7 jk 100 a 1.02 ef
- 2.5 90.8 b 100 a 078 g
- 5 89.0 d 100 a 1.03 ef
- 10 854 f 100 a 1.21 cd
- 15 81.5 jk 100 a 154 b
0 0 927 a 100 a 1.81 a
2.5 - 89.8 ¢ 100 a 1.02 ef
5 - 875 e 100 a 097 £
10 - 85.8 f 100 a 1.13 cde
Ya 15 - 82.3 jk 100 a 1.08 def
- 2.5 89.3 cd 100 a 1.07 def
- 5 88.7 d 100 a 0.96 £
- 10 848 f 100 a 0.98 £
- 15 82.0 jk 100 a 144 b
0 0 855 f 0b 0 h
2.5 - 83.5 hi 0b 0 h
5 - 83.1 hi 0b 0 h
10 - 82.0 j Ob 0 h
Ta 15 - 76.6 1 Ob 0 h
- 2.5 83.8 gh Ob 0 h
- 5 83.4 hi 0b 01
- 10 815 k 0b 01
- 15 75.7 1 0b 01

YMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5). Ap= Apice; Ya= Yema
axilar; Ta= Segmento de Tallo.
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En Salvia hispanica se ha reportado que las citocininas, particularmente BAP o Zeatina,
son importantes para la multiplicacién in vitro. Ademds, mencionan que la BAP
aumenta la formacién y tamafio de brotes y esta respuesta similar se ha demostrado en
Salvia santolinifolia donde la adiciéon de 8.8 y 13.2 pM de BAP produjo el ntiimero
maximo de brotes (Tour y Khatoon, 2014). El mismo efecto del BAP se reporté en medio
MS en la morfogénesis en S. officinalis (Wielgus et al., 2011; Cristea et al., 2014). Para la
induccién de brotes y crecimiento de plantas de especies de Salvia se ha sefialado que
son necesarias altas concentraciones de citocininas del tipo adenina (Kintzios, 2000). La
efectividad de la cinetina en especies del género Salvia no se ha reportado con
frecuencia. Kabir et al. (2014) report6 la obtencion de 8.0 brotes en S. splendes con la
implementacion de 4.44 uM de BAP + 2.32 uM de Cinetina. En el presente estudio la
mejor respuesta se alcanzé con el uso de cinetina, en las tres variedades de Salvia

hispanica evaluadas usando como explantes yemas axilares (Figura 14).
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1cm

1cm 1cm

Figura 14. Induccion de brotes en diferentes explantes de Salvia hispanica cultivados con 5

uM de cinetina después de cuatro semanas. (A, C, E) Yema axilar y (B, D, F) Apice
de brote disecados de plantulas germinadas in vitro de las variedades (A, B) Chia

“Blanca 54”, (C, D) Chia “Negra 59” y (E, F) Chia “Pinta”.

5.3 Multiplicacién de brotes

Los callos de la base de los brotes obtenidos en la etapa de induccién se retiraron y se

seleccionaron brotes de un tamafio promedio de 1.5 cm, los cuales se establecieron en
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medio MS adicionado con varias concentraciones de BAP y CIN. Las respuestas
obtenidas de ntimero de brotes por explante y el tamafio de los mismos fueron
afectadas significativamente por las concentraciones de citocininas evaluadas en las
tres variedades de chia (P<0.05; Apéndices 8- 10). En la variedad “Blanca 54” la mayor
cantidad de brotes (28.5 brotes) se obtuvo en el medio suplementado con 5 uM de
cinetina. El promedio mas bajo se present6 con 1.25 uM de BAP donde el promedio de
brotes fue de 15.1; mientras que, en la misma concentracién, pero de cinetina se
obtuvieron 22.3 brotes. Por ello, para la variedad “Blanca 54" la cinetina tiene un efecto
mas significativo en la multiplicaciéon de brotes. Los brotes desarrollados en un medio
suplementado con 10 y 1.25 uM de BAP y CIN respectivamente, fueron los que mayor

altura mostraron (Figura 15).
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O Longitud 1.44 1.25 1.26 1.71 1.8 13 0.99 1.17

Figura 15. Efecto de Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en la multiplicacién y
longitud de brotes de Salvia hispanica variedad Chia “Blanca 54” después de
cuatro semanas de cultivo.

En la variedad “Negra 59” la mejor respuesta de nimero de brotes por explante
también se obtuvo con 5 pM de cinetina y en promedio se generaron 23.3 brotes. En

cambio, la mayor longitud de los mismos se alcanz6 en la dosis de 1.25 uM de BAP
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(Figura 16). En la variedad “Negra 597, en el medio suplementado con 1.25 pM de

cinetina se desarrollaron los brotes con la mayor longitud (1.7 cm) (Figura 16).
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O Numero de Brotes 15.5 21 23.16 21.5 16.67 12.33 23.33 20.5
O Longitud 1.7 1.37 1.24 1.41 1.44 13 1.11 13

Figura 16. Efecto de Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en la multiplicacién de
brotes in vitro de Salvia hispanica variedad Chia “Negra 59”, después de cuatro
semanas de cultivo.

Cuenca y Amo (1999) reportaron que, durante la multiplicacién de brotes en dos
especies de salvia (S. blancoana y S. valentina) la longitud méxima de brotes (2.7 cm) se
obtuvo en un medio MS suplementado con 4.9 pM de dos isopentil adenina. Mientras
que la tasa mas alta de multiplicacién se obtuvo en un medio MS suplementado con
4.6 uM de cinetina, obteniendo 4.3 y 5.2 brotes para S. blancoana y S. valentina
respectivamente. Por otro lado, también sefiala que el aumento de la concentracion de
cinetina tiende a promover la formaciéon de multiples brotes. Resultados similares se
obtuvieron en esta investigacion, por ejemplo, para la variedad “Pinta” el mayor
namero de brotes se alcanz6 en el medio suplementado con 5 uM de cinetina, de forma
consistente con la respuesta obtenida en las otras dos variedades (“Blanca 54” y “Negra
59”). En promedio se obtuvieron con esta concentracién 28.7 brotes con una longitud
de 1.16 cm, mientas que los brotes de mayor longitud se desarrollaron en un medio

suplementado con 1.25 uM de BAP (2.33 cm; Figura 17).
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Figura 17. Efecto de Bencilaminopurina (BAP) o Cinetina (CIN) en la multiplicacion de
brotes de Salvia hispanica variedad Chia “Pinta” después de cuatro semanas de
cultivo.

Naser (2004) menciona que en Salvia fruticosa Mill la multiplicacién de brotes se da
utilizando 6-bencil aminopurina (0,75 uM) con una tasa de multiplicacién de 3.8 brotes.
En el presente estudio se obtuvieron ocho veces més brotes en esta etapa utilizando el
mismo regulador de crecimiento, pero a una concentracion de 5 uM en brotes de Salvia
hispanica (Figura 18). Por su parte Santos et al. (2002) reportaron para Salvia officinalis
L. que la combinacién de 0.2 pM de 2,4-D con 6.6 pM de bencilaminopurina,
proporcioné el mayor numero (3.2) y longitud (4.1 cm) de brotes, Sin embargo,
menciona que no hay diferencias con el efecto causado por la combinacién de 0.2 uM
de 2,4-D y 6.96 pM de cinetina. Otros autores reportan para la misma especie (S.
officinalis L.) a la misma concentracion de cinetina (6.96 pM) un crecimiento de los
brotes en la etapa de multiplicacién de 1 cm (Olszowska y Furmanowa, 1990) lo cual

es dos veces menor a lo alcanzado en este estudio para Salvia hispanica.
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Figura 18. Multiplicacién de brotes de tres variedades de Salvia hispanica con 5 uM de
cinetina después de cuatro semanas de cultivo. (A) Chia “Blanca 54”, (B) Chia
“Negra 59” y (C) Chia “Pinta”.

5.4 Enraizamiento

Durante el desarrollo de ésta investigacion los explantes mostraron gran capacidad
morfogénica para generar raices, por lo que en esta etapa sélo se establecieron dos
tratamientos utilizando acido indol acético. Los resultados del ANOVA mostraron
diferencias significativas en los efectos producidos por el AIA en el enraizamiento de
tres variedades de Salvia hispanica (Apéndices 11-13). El enraizamiento en las tres
variedades inici6 desde el tercer dia después de la siembra en el medio suplementado
con 0.57 uM de AIA y a los seis dias en el medio sin reguladores de crecimiento. En la
variedad “Blanca 54”, se obtuvieron en promedio 16.75 raices, 17.95 para la variedad
“Negra 59” y 17.6 para la variedad “Pinta”, después de 2 semanas de evaluacion,
mientras que los brotes sembrados en el medio sin reguladores de crecimiento solo se
generaron 8.5 raices en la variedad “Blanca 54”, 10.5 en la variedad “Negra 59” y 10.35

en la variedad “Pinta” (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Efecto del acido indol acético (AIA) en el enraizamiento in vitro de brotes de tres
variedades de Salvia hispanica después de dos semanas de cultivo.

AIA Enraizamiento’ Raicesf Longitud de raizf
(M) (%) (Num.) (cm)
Variedad “Blanca 54”
0 100 a 8.55 b 155 b
0.57 100 a 16.75 a 2.65 a
Variedad “Negra 59”
0 100 a 105 b 133 b
0.57 100 a 1795 a 284 a
Variedad “Pinta”
0 100 a 10.35 b 1.74 b
0.57 100 a 17.60 a 311 a

TMedias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0.5).

El AIA controla diversos procesos fisioldgicos como la elongacion y division celular, la
diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz y la gravedad (Vega, 2016). Ademas,
promueve la inducciéon de raices por lo que es ampliamente usado en diferentes

especies para la propagacion asexual (Amador, 2012).

Zayova et al. (2017) reportaron para Salvia hispanica que, en la etapa de induccién de
raiz, el 100% de los brotes produjeron raiz cuando se cultivaron en medio MS a la mitad
de la concentracioén de sales y suplementado con 42.31 pM de acido indol butirico (IBA);
la longitud promedio de las raices fue de 1.5 cm después de 14 dias de cultivo. Los
resultados obtenidos en esta investigacion, después de dos semanas de cultivo en
medio MS a la mitad de la concentracion de sales y suplementado con 0.57 uM de AIA,
proporcion6 el doble de raices con una longitud promedio de 2.65 cm para la variedad
“Blanca 54”, 2.84 cm para la variedad “Negra 59” y 3.11 cm para la variedad “Pinta”
(Figura 19).
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Figura 19. Enraizamiento in vitro de brotes de Salvia hispanica variedad Chia “Blanca 54"
después de dos semanas de cultivo. (A) Raices formadas sin reguladores de
crecimiento; (B) Raices inducidas con 0.57 uM de AIA.

Kabir et al. (2014) mencionaron que brotes S. splendes obtenidos in vitro responden bien
a la induccién de raiz con bajas concentraciones de IBA no asi cuando son superiores a
12.5 pM. Esto indica que el efecto a esas dosis resulta toxico para los brotes. Tanto S.
splendes como S. hispanica han mostrado gran capacidad de enraizamiento in vitro.
Sharma et al. (2014) sefialaron que S. splendes para desarrollar raices adventicias,
requiere la aplicaciéon de auxinas exdgenas para aumentar el tamafio de las mismas, y
reportan que en un medio MS al 50% suplementado con 13.5 uM de AIA, da un
promedio de 30.6 raices adventicias con una longitud de 5.9 cm, mientras que en esta
investigacion con el uso de 0.57 uM de AIA se obtuvo 50% menos tanto del namero de

raices como del tamafio de éstas.
5.5 Aclimataciéon

Para definir las condiciones de aclimatacion, en este estudio se probaron dos tamafios
de planta (5 y 8 cm). Se determiné que 8 cm fue el tamafio de plantula enraizada 6ptimo
para la climatizacién con una tasa de supervivencia de hasta el 80% (P<0.05; Apéndices
14-16). La misma tendencia de respuesta de supervivencia se observé en las tres
variedades evaluadas después de cuatro semanas (Figura 20). Cuando se sembraron

plantulas enraizadas con un promedio de 5 cm de altura, se presenté ennegrecimiento
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del &rea foliar a los ocho dias de observacién, y a los 12 dias se extendi6 en toda la

plantula.

5 cm ' 5am

Figura 20. Aclimatacion de plantas de tres variedades de Salvia hispanica. (A) Variedad Chia
“Blanca 54”, (B) variedad Chia “Negra 59” y (C) variedad Chia “Pinta” después de
cuatro semanas de aclimatacion.

El tamafio de plantula resulté una variable significativa en la aclimatacion de las tres
variedades de Chia; se observé que se complica la supervivencia cuando se usaron
plantulas de un tamafio menor de 5 cm, con un porcentaje de 20% para las variedades
“Pinta” y “Blanca 54”, y en un 10% de supervivencia para la variedad “Negra 59”. Por
otro lado, cuando se usan plantulas mayores a 8 cm, el porcentaje es significativamente
mayor, de 80% para la Chia “Pinta”, 70% para las variedades “Blanca 54” y “Negra 59”
(Figura 21).

El namero de hojas y la altura de las plantulas aclimatadas fue mayor a medida que se
incremento la altura despues del transpalnte. Como lo mencionan Chacon et al. (2005)
los valores negativos del incremento del nimero de hojas, de plantulas removidas del
cultivo in vitro, esta relacionado a un proceso de senescencia, causado entre otros
factores, por el estrés de un cambio de atmosfera saturada de agua permanentemente

a una donde la humedad relativa es sustancialmente menor (Figura 22).
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Figura 21. Supervivencia de plantas de tres variedades de Salvia hispanica obtenidas in vitro
después de cuatro semanas de aclimatacion.
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Figura 22. Namero de hojas presentes en plantas de tres variedades de S. hispanica después
de cuatro semanas de aclimatacién.

Sharma et al. (2014) reportaron el proceso de aclimatacion exitoso de plantulas
desarrolladas y enraizadas de Salvia splendens donde 90 % de supervivencia fue posible
después de cuatro semanas, mientras que Kabir et al. (2014) reportaron para la misma

especie un 80% de plantulas aclimatadas después de 30 dias de observacion. En S.
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quaranitica se ha reportado un porcentaje de aclimatacion exitosa del 98% de plantulas
enraizadas después de 6 meses de subcultivo obteniendo 35 plantas aclimatadas por
explante después de 3 meses (Echeverrigaray et al., 2010). Por su parte Zayova et al.
(2017) mencionaron para S. hispanica una supervivencia de 95 %. Para S. brachyodon se
ha reportado que la aclimatacién de brotes enraizados se dio con una tasa de
supervivencia de 75 % sin que se presentara alguna deformacién morfolégica (Misi¢ et
al., 2006). Dichos autores no especifican la altura a la cual fueron aclimatadas las

plantulas.
5.6 Analisis financiero

Llevar a cabo un analisis financiero resulta fundamental para valorar la situacion y el
ejercicio econémico y financiero existente de una empresa, detectar problemas y aplicar
soluciones adecuadas para solventarlos (Rosillon et al., 2009). Los estudios financieros
en el ambito del cultivo in vitro estan centrados especialmente en especies de tipo
ornamental, forestal o con alguna utilidad medicinal, como lo son especies para la
produccién de metabolitos secundarios (Haisnain et al., 1987; Pérez y Jiménez, 2011);
sin embargo, es de vital importancia la realizacion de un analisis financiero en todas
las especies propagadas por esta técnica, pues resulta transcendental conocer la
viabilidad econdémica-financiera del protocolo de regeneracién en cuestiéon. Para S.
hispanica no se tiene reportado algtin analisis de este tipo, por lo que se llevé a cabo uno
con informacién proporcionada por cotizaciones realizadas a diferentes empresas
proveedoras de equipo y reactivos, para laboratorios de investigacién en México, en
base a lo empleado en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola del Postgrado en
Recursos Genéticos y Productividad-Genética del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo (Cuadro 14). Para llevar a cabo un proyecto de propagacion in vitro de Salvia
hispanica se necesita una inversién total de $ 2,103,903.00 con un periodo de

recuperacion a los 3 afios (Cuadro 14; Apéndice 17)
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Cuadro 14. Analisis financiero del establecimiento in vitro de Salvia hispanica.

CONCEPTO UNIDAD DE MEDIDA  CANTIDAD  PRECIO UNITARIO TOTAL FUENTE TOTAL
ACTIVOS FIJOS SOCIOS GOBIERNO

Terreno m?2 200 1,300 260,000 260,000 260,000
Proyecto arquitect6nico Proyecto 1 4,800 4,800 4,800 4,800
Edificio Lote 1 256,000 256,000 256,000 256,000
Cercado Lote 1 10,000 10,000 10,000 10,000
Cuarto de crecimiento Equipo 1 18,244 18,244 18,244 18,244
Cuarto de transferencia Equipo 1 189,656 189,656 189,656 189,656
i‘ézrl:; de preparacion de Equipo 1 77,000 77,000 77,000 77,000
Cuarto de autoclave Equipo 1 129,290 129,290 129,290 129,290
Cristaleria Equipo 1 481,722 481,722 481,722 481,722
Instrumental Equipo 1 7,650 7,650 7,650 7,650
Equipo de 6ptica Equipo 1 8,500 8,500 8,500 8,500
Mobiliario y equipo Equipo 1 18,000 18,000 18,000 18,000

SUBTOTAL 1,460,862 260,000 1,200,862 1,460,862

CAPITAL DE TRABAJO

Semilla Kilogramo 100 100 100 100
Reactivos Lote 195,941 195,941 195,941 195,941
Insecticidas Lote 1,500 1,500 1,500 1,500
Fungicidas Lote 10 2,850 28,500 28,500 28,500
Gastos de ventas Afo 10 5,000 50,000 50,000 50,000
Laboratorista Jornal 520 500 260,000 260,000 260,000
Luz Afo 10 2,200 22,000 22,000 22,000
Gasolina Afo 10 8,500 85,000 85,000 85,000

SUBTOTAL 643,041 367,000 276,041 643,041

TOTAL 2,103,903 627,000 1,476,903 2,103,903
100% 29.8% 70.2%
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5.6.1 Costos de produccién

En los que refiere a los costos de producciéon a nivel nacional, México ofrece costos
significativamente menores en comparacién con paises representantes de la industria
en los siguientes rubros: investigacion y desarrollo en biotecnologia, pruebas clinicas,
pruebas de producto y fabricacién de productos farmacéuticos (Trejo, 2010), por
ejemplo, en comparaciéon con Estados Unidos de Norteamérica, los costos de la
implementacién de un laboratorio para propagacion in vitro serian mas bajos en
Meéxico, dado especialmente por la mano de obra calificada (Deberth y Zimmernman
et al., 1991) Conforme a las condiciones de estudio, los costos de produccién anual por
lote de 300,000 plantas de Salvia hispanica, es de $3.2 al primer afio y de $2.1 en los
siguientes afios de evaluacion, por planta aclimatada después de 16 semanas desde
induccién, con un tamafno promedio de 12 cm de altura; es importante sefialar que al
momento no existe reportado el costo que generaria producir una planta in vitro de esta
especie. Sin embargo, Kaur y Sandhu (2015) describen la estimacién de costos para la
micropropagaciéon de la cafia de aztcar en cinco etapas en la India, con un costo
unitario de US$ 0.12 que a la tasa de cambio actual serian $2.16. Por otro lado, segiin
lo reportado por Chen (2016) para un analisis de costos para el cultivo in vitro de
phaleanopsis el costo mas grande corresponde a mano de obra calificada para transferir
plantulas (61.7%), seguido por el costo eléctrico del aire acondicionado (23%). Para este
estudio el costo mas representativo lo constituyen la mano de obra (41%) seguido de
los reactivos utilizados (31%), mientras que la electricidad representa el 13% de los

costos totales.
5.6.2 Ingresos

El precio de plantas propagadas in vitro varia segtn la especie, el destino de mercado
y sobre todo la demanda de esta, para este estudio se estimé un precio de $5 el cual es
el minimo de venta en varias empresas de esta indole, lo que arroja un ingreso de

$1,500,000.00 considerando una produccién de 300,000 plantas por afio. Este valor se
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alcanza al segundo afio de operacién, dado que en el primero se consideran 5 meses de
gracia, en los cuales no se tiene produccién, proporcionando un ingreso al primer afio

de $1, 000,000. 00.
5.6.3 Punto de equilibrio

El punto de equilibrio en esta investigacién se obtuvo por afio, que es cuando se

registran los ingresos por venta de planta de S. hispanica (Cuadro 15).

Cuadro 15. Punto de equilibrio de la produccién de planta de S. hispanica mediante la
técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro

Ano 1 Afio 2
P.E. Valor de ventas ($) $322,455.58 $229,413.13
P.E. Vol. de produccién (No) 64,491 45,883
P.E. % de ventas 32% 15%

El analisis se proyect6 a diez afios (Apéndice 17-18), en el primer afio se requiere un
valor de ventas de $322,455.58, que se obtiene con un volumen de produccién de 64,491
plantas que representa un 32 % del volumen de ventas, punto en el cual no se generan

ganancias ni perdidas.
5.6.4 Flujo de efectivo

El flujo de efectivo que genera la venta de las plantas al primer afio de trabajo es de
$365,609.00. Este estado financiero, sirve para la toma de decisiones en la propagacion
in vitro ya que muestra la dindmica del efectivo con relacién en sus entradas y salidas,

asi como su aplicacion en un periodo determinado (Apéndice 18).
5.6.5 Indicadores financieros

A partir de los datos econémicos del cultivo in vitro de S. hispanica se obtienen los
indicadores financieros que muestran la rentabilidad de esta técnica, a su vez

proporciona una herramienta teérica para facilitar recomendaciones.
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a. Valor Actual Neto

Dentro de los indicadores financieros, el Valor Actual Neto (VAN) arrojo un resultado
de $1, 830,743.00, valor positivo, que, de acuerdo a la regla de decision, realizar una
inversion en este proyecto es favorable para el valor total del capital, a una tasa de
descuento del 12%, por lo tanto, se concluye que la técnica descrita para el cultivo in

vitro de S. hispanica es rentable (Cuadro 16).

b. Relacion Beneficio Costo

La relacién beneficio costo es de 1.278, que de acuerdo a la regla de decision para este
indicador se concluye que por cada peso invertido se tendra una ganancia de 28

centavos por lo que el proyecto es rentable (Cuadro 16).
c. Tasa Interna de Rentabilidad

Considerando una tasa de rendimiento minima aceptable de 12%, la tasa interna de
retorno es de 37.63%, que representa la tasa de rendimiento a la cual el Valor Actual
Neto de un valor de cero, es decir este proyecto excede el rendimiento requerido y

representa una oportunidad de inversioén rentable (Cuadro 16).

Cuadro 16. Indicadores financieros de evaluacion del cultivo in vitro de S. hispanica.

Indicadores de Evaluacion Valores Obtenidos
Valor Actual Neto (VAN) 1,830,734
Relacién Beneficio Costo (B/C) 1.278
Tasa Interna de Retorno (TIR) 37.63%

Con base en lo anterior, del capitulo financiero se concluye que la aplicacién de las
técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro de S. hispanica es rentable bajo las
condiciones de este estudio. Puesto que, como lo menciona Chen (2016) la rentabilidad

de un protocolo de propagacion esta influenciado en gran parte por la especie en

75



Morfogénesis in vitro de Salvia hispanica L.

cuestion y por los subcultivos que existan en él, es decir al aumentar el nimero de
subcultivos se eleva el costo de produccion y viceversa. En este sentido, una forma
esencial de promover la capacidad de trabajo calificado y disminuir los costos
significativamente, es la capacitaciéon de la mano de obra. Ademas, mejorar la tasa de
multiplicaciéon de brotes, el desarrollo de mejores tecnologias como nuevos métodos de
corte, nuevo criterio de seleccion para brotes ttiles y controlar el entorno, son formas

prometedoras para reducir costos.

Por lo que bajo el esquema descrito en esta investigacion es posible emplear de manera
comercial el protocolo generado para propagar in vitro material de S. hispanica Con la

posible aplicacion en otras especies de Salvia.
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En la figura 23 se muestra el diagrama de flujo que sintetiza la metodologia empleada

y los resultados significativos en la regeneracién in vitro de S. hispanica.

MATERIAL VEGETAL
Semillas de S. hispanica L. de los materiales “Blanca
59”, “Negra 54” y “Pinta”

$ -

Fase 1
ESTABLECIMIENTO 7
DEL CULTIVO
Fase 2
NaOCI (15 %), Tween® 20 - INDUCCION DE
(4% v/v) durante 20 minutos BROTES
de inmersion.

Germinacion en 3 dias
6 cm de altura en 20 dias
(2 semanas)

Yema axilar (1cm) en
medio MS al 50% de la
concentracion de nitratos
adicionado con 5 UM de

Fase 3 CIN
MULTIPLICACION (4 semanas) Fase 6
DE BROTES < — ANALISIS
FINANCIERO

Brotes de 1.5 cm
sembrados en un medio MS

(4 semanas)

Fase 5
ACLIMATACION

Plantulas enraizadas de
mas de 8 cm de altura
sembradas en Turba +

Vermiculita (1:1)
(4 semanas)

Brotes de 2.5 sembrados
en un medio MS al 50%
de la concentracién de
sales suplementado con
0.57uM de AIA
(2 semanas)

_ Costo unitario: $2.1 por
al 50% de nitratos Satdl lanta aclimatada
adicionado con 5 uM de ENRAIZAMIENTO P :
CIN DE BROTES VAN: 1,830,734
B/C:1.278

TIR: 37.63%

Figura 23. Diagrama de flujo de la metodologia empleada y resultados significativos en la

regeneracion in vitro de S. hispanica (Fases 1-5) y analisis financiero (Fase 6).
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VI. CONCLUSIONES

El establecimiento del cultivo aséptico de las tres variedades de Salvia hispanica se
logré a partir de la desinfeccién de las semillas con hipoclorito de sodio comercial
(15 %), Tween® 20 (4% v/v) durante 20 minutos de inmersién.

El empleo de Fungicidas para el establecimiento del cultivo aséptico de semillas de
Salvia hispanica tiene efectos negativos en la germinacion.

La germinacion de las tres variedades de Salvia hispanica (Chia “Blanca 54”, Chia
“Negra 59” y Chia “Pinta”) se presento tres dias después de la siembra en un medio
MS a la mitad de la concentracion de sales, alcanzando una altura superior a los 5.5
cm a los 20 dias de cultivo.

La utilizaciéon de apices de brote y yemas axilares de 1 cm de longitud como
explantes es eficiente para la regeneracion in vitro de las tres variedades evaluadas
de Salvia hispanica (Chia “Blanca 54”7, Chia “Negra 59” y Chia “Pinta”); sin embargo,
los segmentos de tallo formaron tinicamente callo y raices adventicias.

La organogénesis directa de las tres variedades de Salvia hispanica (Chia “Blanca
54”, Chia “Negra 59” y Chia “Pinta”) se obtuvo con la utilizacion de Cinetina o
Bencilaminopurina.

La mejor respuesta de induccién de brotes en las variedades de Chia “Blanca 54”,
Chia “Negra 59” y Chia “Pinta” se obtuvo sembrando yemas axilares como
explantes en un medio MS a la mitad de la concentracién de nitratos, con 5 pM de
Cinetina, cultivados durante 4 semanas. Se lograron en promedio 25 brotes por
explante.

La multiplicacion de brotes en las variedades de Chia “Blanca 54”, Chia “Negra 59”
y Chia “Pinta” fue mejor con 5 uM de Cinetina en un medio MS a la mitad de la
concentracién de nitratos, cultivados durante 4 semanas.

Con el sistema de regeneracion in vitro desarrollado es posible obtener en un lapso

de 3 meses, 448 brotes por explante para la Variedad Chia “Blanca 54”, 322 brotes
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para la variedad Chia “Negra 59” y 308 brotes para la variedad Chia “Pinta” en un
medio suplementado con 5 pM de Cinetina.

El enraizamiento de los brotes de Salvia hispanica (Chia “Blanca 54”, Chia “Negra
59” y Chia “Pinta”) fue posible en un medio MS a la mitad de la concentracion de
sales adicionado con 0.57 uM de Acido Indolacético.

La supervivencia de Salvia hispanica Variedad Chia “Blanca 54” y Chia “Negra 59”
durante la aclimatacién fue de 70% y para la variedad Chia “Pinta” de 80%; en las
tres variedades se emplearon plantulas de 8 cm de altura.

El costo del cultivo in vitro de S. hispanica es de $2.1 por planta aclimatada.

El punto de equilibrio en funcién del volumen de produccién se encuentra cuando
se produce un total de 64,491 plantas al afio que representa el 32% del volumen
producido.

La relacion beneficio costo es de 1.278, que indica que el cultivo es rentable, y que
por cada peso invertido se tendra una ganancia de 28 centavos

Con base en los indicadores financieros calculados (VAN, TIR y R B/C) es viable la
produccién comercial de Salvia hispanica (Chia “Blanca 54”7, Chia “Negra 59” y Chia
“Pinta”) in vitro bajo las condiciones de estudio, como un protocolo de regeneracion

para fines comerciales.
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VII. RECOMENDACIONES

Evaluar otros métodos de desinfeccion para reducir al maximo la contaminacion in
vitro de Salvia hispanica.

Mejorar la tasa de germinacién de semillas de Salvia hispanica mediante pruebas de
viabilidad y calidad fisiolégicas in vivo previas a los tratamientos de desinfeccion.
Establecer otras condiciones de cultivo in vitro a partir de explantes de frutos para
inducir la regeneracion in vitro de Salvia hispanica.

Evaluar métodos de corte y seleccion de brotes ttiles para la propagacion in vitro

de Salvia hispanica con el fin de disminuir costos de produccién.
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IX. APENDICE

1. Composicion quimica del Medio de Cultivo Basico de Murashige y Skoog (1962) (MS)

SALES INORGANICAS
Macronutrientes
mg L1
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Micronutrientes
KI 0.83
H3BO3 6.2
MnSO4.4H20 22.3
ZnS0O4.7H20 8.6
NaMo42H20 0.25
CuSO4.5H20 0.025
CoCl2.6H2 0.025
FeSO4.7H20 27.8
Na2EDTA 37.3
VITAMINAS
Myo-inositol 100
Acido Nicotinico 0.5
Piridoxina.HCI 0.5
Tiamina.HCI 0.1
Sacarosa 30
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2. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza de la supervivencia in vitro
en Salvia hispanica Var Chia “Blanca 54”

Fuente de variacién Supervivencia (%)
NaOCl+ tiempo 0.53*
Error 0.021
C.V. 19.87
R2 0.71
Media 0.73

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién.

3. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la supervivencia in vitro
en Salvia hispanica Var Chia “Pinta”

Fuente de variacién Supervivencia (%)
NaOCl+ tiempo 0.39*
Error 0.006
C.v. 10.57
R2 0.86
Media 0.75

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

4. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la altura de planta de S.
hispanica germinadas in vitro de las variedades Chia “Blanca 54”, Chia “Negra 59”

y Chia “Pinta”.
Fuente de variacién Altura de planta (cm)
Variedad 1.63*
Error 0.097
C.V. 5.27
R? 0.57
Media 5.93

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.
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5. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccién de brotes in
vitro de S. hispanica Var Chia “Blanca 54”.

Fuente de variacién Numero de Brotes

Citocinina 353.90*
Explante 8982.67*
Citonina/Explante 875.63*

Error 0.59

C.V. 7.47

R2 0.99

Media 10.28

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

6. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccion de brotes in
vitro de S. hispanica Variedad Chia “Negra 59”.

Fuente de variacién Numero de Brotes

Citocinina 300.63*
Explante 8213.37*
Citonina/Explante 779.24*

Error 0.59

C.V. 7.69

R2 0.99

Media 10.06

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

7. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccion de brotes in
vitro en diferentes explantes de S. hispanica Variedad Chia “Pinta”.

Fuente de variacién Numero de Brotes

Citocinina 116.72*
Explante 5633.33*
Citonina/Explante 494.99*

Error 0.37

C.V. 7.37

R2 0.99

Media 8.33

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.
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8. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la multiplicacion de
brotes in vitro de S. hispanica Variedad Chia “Blanca 54”.

Fuente de variacién Numero de Brotes
Citocinina 230.42*
Error 047
C.V. 3.15

R2 0.97
Media 21.81

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

9. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la multiplicacién de
brotes in vitro de S. hispanica Variedad Chia Negra 54.

Fuente de variacién Numero de Brotes
Citocinina 359.88*
Error 0.51
C.V. 3.74

R2 0.96
Media 19.22

*=Significativo (p=<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

10. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza de la multiplicacion de
brotes in vitro de S. hispanica Variedad Chia “Pinta”.

Fuente de variacién Numero de Brotes
Citocinina 105.5*
Error 0.54
C.V. 33
R2 0.93
Media 22.37

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.
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11. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccion de raiz in
vitro de S. hispanica Variedad Chia “Blanca 54”.

Fuente de variacién Numero de Brotes
AIA 672.4 %
Explante 729 *
AIA /Explante 249.63 *
Error 3.56
C.V. 14.91
R2 0.85
Media 12.65

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

12. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccién de raiz in
vitro de S. hispanica Variedad Chia “Negra 59”.

Fuente de variacién Numero de Brotes
AIA 555.02*
Explante 42.02*
AIA /Explante 201.42 *
Error 1.90
C.V. 9.71
R2 0.89
Media 14.22

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién.

13. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la induccion de raiz in
vitro de S. hispanica Variedad Chia “Pinta”

Fuente de variacién Numero de Brotes

AIA 525.62 *
Explante 156.02 *
AIA/Explante 227.29*

Error 3.91

C.V. 14.16

R2 0.82

Media 13.97

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién.
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14. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la aclimatacién de brotes
de S. hispanica Variedad Chia “Blanca 54"

Fuente de variacién Supervivencia
Altura de Planta 1.25*
Error 0.205
C.V. 100.75
R2 0.25
Media 0.45

*=Gignificativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién

15. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la aclimatacién de brotes
de S. hispanica Variedad Chia “Blanca 54”.

Fuente de variacién Supervivencia
Altura de Planta 1.8*
Error 0.16
C.V. 102.06
R2 0.37
Media 0.4

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

16. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la aclimatacion de brotes
de S. hispanica Variedad Chia “Pinta”.

Fuente de variacién Supervivencia
Altura de Planta 1.8*
Error 0.17
C.V. 84.32
R? 0.36
Media 0.5

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion.

94



17. Flujo de efectivo del cultivo in vitro de Salvia hispanica a 10 afios de evaluacién.

Concepto Afio 0 Afio 1 Afio 2 Afio 3 Afio 4 Afio 5 Afio 6 Afio 7 Ao 8 Ao 9 Aio 10 TOTAL
SOCIOS $627,000.00
Aportaciones
GOBIERNO $1,476,902.80
$2,103,902.80
Ingresos por venta 1,000,000.00  1,500,000.00 1,500,000.00 1,500,000.00  600,000.00  1,500,000.00 1,500,000.00 1,500,000.00 1,500,000.00 1,500,000.00 9,600,000.00
Total entradas $2,103,902.80
Concepto Concepto Afio 0 Ano 1 Afio 2 Ao 3 Afio 4 Afio 5 Afio 6 Ano 7 Afio 8 Ano 9 Ao 10
Activos Fijos 1,460,862.00
Inversiones
Capital de Trabajo 643,040.80
Total 2,103,902.80
Costos Concepto
Planta $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00 $100.00
Costos Variables
Reactivos 31% $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80 $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80  $195,940.80
Insecticidas 0.24% $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00 $1,500.00
Fungicidas 0.45% $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00 $2,850.00
Laboratorista 41% $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00  $260,000.00
Subtotal Costos Variables 460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80  460,390.80 460,390.80  4,603,908.00
Gastos de ventas 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 50,000.00 500,000.00
Costos Fijos
Gasolina 2% 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 120,000.00
Luz 13% 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 85,000.00 850,000.00
Subtotal Costos Fijos 147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00  147,000.00 147,000.00  1,470,000.00
Costos Financieros, Impuestos G_as_t 08 d?, 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 120,000.00
administracion.
Gastos de 15,000.00 15,000.00
constitucion
Subtotal Costos Financieros 27,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 12,000.00 135,000.00
Total Costos Fijos 174,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00  159,000.00 159,000.00  1,605,000.00
Total De Salidas 2,103,902.80 634,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80  619,390.80 619,390.80  6,208,908.00
Reinversiones 618,662.00 0.00 8,500.00 636,662.00 0.00 0.00 627,162.00
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Valores Residuales
Recuperacién Del Capital De Trabajo
Flujo Neto De Efectivo

Flujo De Efectivo Acumulado

-2,103,902.80

-2,103,902.80

365,609.20

365,609.20

880,609.20

1,246,218.40 2,126,827.60 3,626,098.80 3,606,708.00 4,495,817.20 6,013,088.40 6,893,697.60

880,609.20  1,499,271.20

-19,390.80

889,109.20

1,517,271.20

880,609.20

880,609.20

576,426.67

607,390.80

2,691,588.67

7,774,306.80  10,465,895.47

18. Punto de equilibrio durante un periodo de operacion a diez afios.

PERIODO DE OPERACION DEL PROYECTO (afios)

CONCEPTOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Costos Variables Totales (Cvt) 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391 460,391
Costos Fijos Totales (Cft) 174,000 159,000 159,000 159,000 159,000 159,000 159,000 159,000 159,000 159,000
Costos Totales De Produccién 634,391 619,391 619,391 619,391 619,391 619,391 619,391 619,391 619,391 619,391
Costos Total Unitario 3.2 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Costo Variable Unitario 2.30 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53
Costo Fijo Unitario 0.9 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Volumen Anual De Produccion 200,000 300,000 300,000 300,000 300,000 300,000 300,000 300,000 300,000 300,000
Ingresos Totales (It) ($) 1,000,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000 1,500,000
Precio De Venta 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
P.E. Valor De Ventas ($) $322,455.58  $229,413.13 $29,413.13  $229,413.13 $29,413.13  $229,413.13  $229,413.13  $229,413.13  $229,413.13  $229,413.13
P.E. Vol. De Produccion (Nam.) 64,491 45,883 45,883 45,883 45,883 45,883 45,883 45,883 45,883 45,883

P.E. % De Ventas 32% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15%
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