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RESUMEN

Regeneracion in vitro de Salvia elegans Vahl. (especie con potencial industrial) a
partir de Secciones de Tallo,

Salvia es un género dentro de las Labiadas, reconocido por su interés bioldgico
y econémico debido a su contenido de metabolitos secundarios los cuales pueden ser
aprovechados en muy diversas e importantes industrias, tales como las de perfumeria,
farmaceltica, agricola, etc..

La especie S. elegans Vahl. es endémica de México, presenta un importante
contenido de terpenos, sin embargo, muchas de sus poblaciones estan disminuyendo
rdpidamente con la consecuente pérdida de genotipos que podian ser aprovechados.

La alteracién de su habilal, adicionado a los bajos porcentajes de germinacion
encontrados, hacen deseable el establecimiento de un mélodo de micropropagacion
para su propagacion y conservacion, predominantemente in situ.

En el presente estudio se describe un procedimiento para la regeneracion y
propagacion in vitro de S. elegans, que podria permitir explorar la exiraccion de
metabolitos secundarios (aceites esenciales) que contiene esta especie.

La regeneracion de planiulas se produjo a partir de apices y nudos de planlulas
y piantas aduitas en medio Litz, en el tratamiento con kinetina (1.5 mg/l) en ausencia
de auxina. No se requirid de un segundo medio para la oblencién de plantas
complelas. En este unico tralamiento se logré Ja induccion y desarrollo de yemas
axilares y adventicias y la formacion de ralces.

Se encontraron diferencias en los promedios de formacién de brotes, las cuales
estuvieron asociadas al tipo, origen y estado fisiolégico de los explantes, asi como ala
época del aflo en que se realizaron los cultivos.

Los dpices y nudos disectados de plantulas tuvieron una mayor capacidad

morfogenética, que los tomados de plantas maduras.



| INTRODUCCION

Se estima que existen entre 15 y 30 miliones de especies de organismos con [os
que compartimos e planeta, tales cifras representan |a biodiversidad mas prolifica que
jamas haya existido (Erwin, 1990; Wilson, 1990, McNeeley et al., 1990), y también es
cierto que el hombre acttia como su principal amenaza. Se considera que para el ano
2050 su reduccién podria hacerla alcanzar su nivel mas bajo desde finales de la era
Mesozoica (Cretécico tardio), hace aproximadamente 65 millones de afnos.

Distintas especies han desaparecido y otras han surgido dentro de un procesc natural
que ocurre desde que la vida se origind en la tierra hace unos 4 mil millones de afios
(Myers, 1990). La tasa de extincion al menos en los Gltimos 600 millones de afios habia
sido aproximadamente del orden de una especie por ano (Raup y Sepkoski, 1984; y
Myers, 1990), actualmente es més alta por cientos o miles por afio (Ehrlich y Ehrlich,
1981; Myers, 1990; Raven, 1990; Soule, 1986; Western y Pearl en prensa y Wilson
1990, citados por Myers, 1990) y tiene un caracter no natural debido a que esta
ocurriendo en un pericdo muy corto (menos de 300 afios) a una escaia mundial,

sincrénicamente en fiora y fauna, y como consecuencia de las actividades del hombre.

1 Situacién Mundial y Consecuencias de la Pérdida de la Blodiversidad

La biodiversidad permite aumentar ia productividad bioldgica de nuestro planeta
con base en los genes contenidos en plantas y animales, los que por su diversidad,
permiten a las especies adaptarse a cambios ambientales (Swaminathan, 1990). Este
factor esencial para la vida apenas esta empezando a ser valorado y con ello no es de
extrafiar que aun no se conozca el numero exacto de especies existentes, Se
considera que s6lo han sido descritas entre 1.4 millones (Parker, 1982, citado por

Wiison, 1990) a 1.66 miliones (Erwin, 1930).



Tampoco existe un criterio Unico en cuanto al nimero de plantas vasculares, 250 mil a
400 mil (Raven, 1976; Conway, 1990; Balick, 1991; Wilson, 1990). De éstas, se estima
que sélo 1,100 han sido mejor estudiadas (Balick, 1991).

El mayor nimero de especies y en particular de especies vegetales (155 mil, 70-90%
del total mundial) se encuentra en las selvas tropicales himedas que actualmente sélo
cubren el 6% de la superficie terrestre {originalmente el 15%); son el reservorio mas
grande de la diversidad bidtica del planeta (Ehrlich y Ehrlich, 1981; Myers, 1991). De
las especies que ahi crecen, sdlo el 15% han sido clasificadas y se conoce muy poco
de su biologla (Ehrlich y Ehrlich, 1981) y sin embargo, se estima que para el afic 2000
habra desaparecido el 20% de plantas y animales que habitan en selvas y bosques. A
esta cantidad habria que agregar el porce‘ntaje que se refiere al resto de los biomas.
Tan sélo, en la selva tropical himeda 50 mil especies de plantas alcanzardn el status
de amenazadas o se habran exinguido. EI mayor nimero corresponderd a
Latinoamérica con aproximadamente el 15% de las 92 mil especies de plantas
vasculares que ahi se encuentran (Simberloff, 1986, citado por Wilson, 1990) (Raven,
1990). Los cientificos de la IUCN (1986) consideran que para el afio 2050 se habran
extinguido unas 60 mil especies de plantas de las zonas tropicales.

En cuanto a las 85 mil especies de la zona templada, 4 mil quinientas se consideran
amenazadas y de éstas, 750 se encuentran en peligro de extincion (Raven, 1976).
Wilson (1990) considera que si se toma una cifra muy prudente de 2 millones de
especies confinadas en las selvas, la pérdida global que resulte de la deforestacion
podria ser de 4 mil a 6 mil especies por afio, ritmo que es 10 mil veces superior a la
tasa natural de extincién que exislié antes de la aparicién del hombre.

Raven (1991) estima que casi una cuarta parte de las especies pueden perderse en las
proximas tres décadas. En 1986, calculaba que a partir de esa fecha y hasta finales de
siglo se perderian 5 especies vegelales por dia, mienlras que en las siguientes dos

décadas se pueden perder 10 especies por dia.



2 Principales Factores que Determinan la Pérdida de la Biodiversidad
1. Crecimiento poblacional.
2. Acelerado desarrollo tecnolégico y su uso indiscriminado.

3. Desconocimiento de especies silveslres hasta ahora no aprovechadas.

1. Crecimiento Poblacional:

La humanidad entr6 a la era industrial con una poblacién de 1,000 millones,
actualmente alcanza unos 5,300 millones y cada afio se suman 93 millones mas, de los
que la mayor parte corresponde a los paises pobres (Porrit, 1991). La poblacién
mundial podria ser de 7,500 millones en el afo 2100, sin embargo es mas probable
que alcance entre 11 mily 14 mit millones (Porrit, 1991).

La sobrepoblacion no sélo implica numerosos habitantes por unidad de espacio,
sino que las presiones de poblacién deben medirse en funcion de los recursos
necesarios para soporiar tal poblacién (Ehrlich y Ehrlich, 1981). Para generar los
mismos recurscs a los que la humanidad se ha limitado en aprovechar, se ha optado
por aumentar la produccién y el consumo a fravés de un desarrolio tecnoldgico
indiscriminado y la transformacién de numerosos habitats naturales en zonas agricolas,
de pastoreo, industriales y urbanas. Esto ha incidido predominantemente sobre las
selvas {ropicales, tan complejas como vulnerables son destruidas a un ritmo de 160 mil
Km2 cada afo (Myers, 1991).

De acuerdo con un informe del Instituto de Recursos Mundiales en cooperacion
con el Banco Mundial y la ONU se preveé que para el afo 2000 habran desaparecido
unos 556 millones de hectdreas entre bosques y selvas, lo que ya se manifiesta en
algunos signos: reduccidn de insumos industriales, calentamienio del planeta y en
general una alteracién del clima. Una hectarea de bosque tropical puede absorber

hasta 10 ton. carbonofafio. Asl, un millon de Km2 de selva puede absorber hasta mil



millenes de toneladas de CO7 de los 4 mil adicionales que se acumulan cada afo en la
almésfera; 30% de los cuales deriva de la quema de estos biomas (Myers, 1991),

También los bosques desemperian un papel muy importante al intervenir en el
ciclo del agua del planeta, evitan la erosion, inundaciones, moderan el clima, pues
mediante el follaje regulan la temperatura del ambiente, la velocidad del viento,
disminuyen |a evaporacion de la humedad de! suelo, abaten el ruido en zonas urbanas.
No obstante que la destruccién de estos ecosistemas no es tan acelerada como la de
las selvas tropicales, su efecto se ha empezado a sentir,

En los palses industrializados mas de la mitad de los bosques mueren
prematuramente a causa de la contaminacién y la desecacién. Los bosques mas
afectados son los del pacifico norocciden@al de los que en 1987 se obtuvieron 1,700
millones m3 de tablones, y el Bosque Nacional de Tongass (Alaska) donde se han

talado el 50% de las zonas méas productivas (Wilson, 1989),

2. Acelerado desarrollo tecnolégico y su uso indiscriminado;
La mayor destruccién ocurre desde que el hombre hace 250 afos empezd a utilizar
el petréleo.
El desarrollo de la tecnologia est4 transformando el ambiente global amenazando la
biodiversidad principalmente a través de:
a Crecientes cantidades de CO» que acumulado en la almésfera contribuye al
calentamiento del planeta.
b Destruccion de la capa de ozonc de la almésfera por halégenos y sustancias como
los clorofiuorocarbonos basadas en el cloro.
¢ Productos como los dxidos de nitrégeno, liberados por los autos y el dibxido de
sulfuro de las centrales de energia eléctrica contribuyen a la acidificacién del agua

de lluvia que dafa vegelacion, suelos y cuerpos de agua.



d Uso indiscriminado de insumos agricolas sintéticos (herbicidas, plaguicidas,

fertilizantes, etc).

Ante el acimulo de distintas suslancias en el medio ambiente, es posible que
ocurra un incremento de 3+1.5°C de temperatura en el planeta; pero ain un aumento
de 2°C resultard exagerado comparado con las fluctuaciones normales, io que
determinara también cambios en la precipitacion pluvial, en las caracteristicas del
suelo y por consiguiente afectara la distribucidn de las especies y la estabilidad de las
comunidades bioldgicas (Hansen et al., 1981; Manabe gt al., 1981; Wigley et al., 1880
citados por Peters, 1990), asimismo al aumentar el CQO, atmosférico es de esperarse
efectos directos en la fisiologia fotosintética (Lemon, 1983; Emmanuel et al., 1985,
Kellison y Weir, en prensa, citados por Peters, 1890).

Otro grave problema lo generan los avances biotecnoldgicos, como es la adopcion
de un nimero muy limitado de cultivares de alto rendimiento sobre extensas areas, lo
que ha provocado el abandono y pérdida de variedades silvestres (erosion genética)
adaptadas a una regidn y genéticamente mas variables, reduciendo las posibilidades

de variacion y diferenciacion especifica.

3. Desconacimiento de especies hasta ahora no aprovechadas:

Con el surgimiento ds la agricultura, el pastoreo y por ende la adquisicion de la
condicién sedentaria, hace 10,000 a 12,000 mil afios, el hombre empezo a intervenir en
los mecanismos de adaptacion de las especies con la domesticacion de algunas y
dejando de lado muchas otras, incidiendo drasticamente sobre la diversidad biologica
al reemplazar los habitats naturales por lierras de cultivo, zonas de pastoreo y de
asentamientos humanaos,

A medida que las sociedades humanas han crecido tanto en ndmero como en

complejidad, las presiones que ejercen sobre su medio ambiente son cada ve:



d Uso indiscriminado de insumos agricolas sintéticos (herbicidas, plaguicidas,

fertilizantes, etc).

Ante el acimulo de distintas sustancias en el medio ambiente, es posible que
ocurra un incremento de 3+1.5°C de temperatura en el planeta; pero ain un aumento
de 2°C resultard exagerado comparado con las fluctuaciones normales, 10 que
determinard también cambios en la precipitacién pluvial, en las caracteristicas del
suelo y por consiguiente afectara la distribucién de las especies y la estabilidad de las
comunidades biolégicas (Hansen et al., 1981; Manabe et al., 1981; Wigley et al., 1980
citados por Peters, 1990), asimismo al aumentar el CO, atmosférico es de esperarse
efectos direclos en la fisiologia fotosintética (Lemon, 1983; Emmanuel et al., 1985;
Kellison y Weir, en prensa, citados por Peters, 1990).

Otro grave problema lo generan los avances biotecnoldgicos, como es la adopcién
de un nimero muy limitado de cultivares de alto rendimiento sobre extensas é&reas, lo
que ha provocado el abandono y pérdida de variedades silvestres (erosion genética)
adapladas a una region y genéticamente mas variables, reduciendo las posibilidades

de variacién y diferenciacién especifica.

3. Desconocimiento de especies hasta ahora no aprovechadas:

Con el surgimiento de la agricultura, el pastoreo y por ende la adquisicién de la
condicién sedentaria, hace 10,000 a 12,000 mi} anos, el hombre empezé a intervenir en
los mecanismos de adaplacion de las especies con la domesticacion de algunas y
dejando de lado muchas otras, incidiendo drasticamente sobre la diversidad biolégica
al reemplazar los habitals naturales por tierras de cultivo, zonas de pastoreo y de
asentamientos humanos.

A medida que las sociedades humanas han crecido tanto en nimero como en

complejidad, las presiones que ejercen sobre su medio ambiente son cada vez



mayores, provocando en la flora y en la fauna cambios tanto cualitativos como
cuantitativos.

La disminucién de los recursos vegetales no es un proceso aislado, Raven (1976)
estima que por cada especie vegetal que se extingue, se puede causar en promedio la
extincién de 10-30 especies animales o vegetales dependientes, por lo que la
diversidad vegetal controla la existencia y diversidad de otros organismos y la
estabilidad del ecosistema global. Unas 15 mil culturas tribales pueden desaparecer
con todo su conocimiento sobre la naturaleza (Linden, 1891). Bajo estas premisas, la
conservacion del mundo vegetal es, en dltima instancia, un asunto de supervivencia
para la raza humana y el resto de la vida animal (Raven, 1976).

La rapidez con que estan desapareciendo los habitats naturales y con ellos numerosas
especies silvesires que son parientes de las plantas cultivadas que podrian ser fuente
de nuevos alimentos, medicamentos y materias primas para industrias, hace
imprescindible proteger toda la biodiversidad y realizar un inventario que permita
identificar especies de uso inmediato o potencial para el hombre.

De acuerdo a las estimaciones hechas por Myers (1990), el hombre sélo ha utilizado 7
mil especies vegetales en su alimentacién, atn cuando existen al menos 75 mil
especies comestibles, muchas de ellas con valor nutricional superior. Balick (1991)
considera que son unas 40 mil especies las que pueden tener valor medicinal y
alimenticio. Segun Ehrlich y Ehrlich (1981) sélo se han utilizado 3 mil especies (aprox.
1% de especies vegetales), de éstas, sélo 150 han sido cultivadas a nivel comercial y
la base alimenticia principal la constituyen solo tres granos: arroz, trigo y maiz y casi la
mitad de las tiefras cultivables estan destinadas a éstos.

Uno de esos multiples beneficios posibles de obtener de especies silvestres, son los
metabolitos secundarios, los cuales son un grupo heterogéneo de sustancias (Fowler,

1986), de los que el hombre ha aprendido a beneficiarse.



Para la planta, son mediadores quimicos en procesos ecoldgicos (Marini-Bettolo, 1988,
citado por Pefia, 1990) que alraen polinizadores, son defensas quimicas contra otros
organismos, y en general, se presentan como adaptaciones quimicas en respuesta a
presiones del medio ambients.

De acuerdo a Constabel (comunicacion personal) estas sustancias mejoran el
desempeno, crecimiento y reproduccion de las plantas. Se encuentran en pequenas
cantidades y comprenden esencialmente cuatro categorias, aceites esenciales,
alcaloides, glucdsidos y esteroides (algunos consideran a las enzimas como uno de los
grupos). Entre estas sustancias se encuentran compuestos tan importantes como los
alcaloides antitumorales vincristina y vinblastina que alcanzan un precio de $5 mil
(E.U.) ddlares por gramo, o bien los aceites esenciales utilizados en la industria de los
cosmélicos con precios de mas de $1000 (E.U.) ddlares la libra y un mercado de 20 a
30 kgs por ano (Peria, 1990).

Otro grupo de sustancias de gran importancia son fos insecticidas bioldgicos, se
conocen cerca de 2 mil especies de plantas que producen algunos de estos
compuestos, varios son utiiizados a nivel comercial como las piretrinas, extraidas de

flores de Chrysanthemum cinerariaefolium; la rotenona y los rotenoides extraidos de

raices de leguminosas; de especies de Nicoliana se extraen nicotina y la nornicotina,
facilmente degradables y no resultan téxicos para otras organismos, a diferencia de los
pesticidas sintéticos. En la familia de las labiadas encontramos evidencias que en

algunos géneros tales como Mentha y Teucrium los monoterpenoides y diterpenoides,

respectivamente, pueden disuadir a los insectos de alimenlarse de éstas y otras
plantas. Otros monoterpenos tales como la pulegona y la isopulegona resultan ser
potentes insecticidas contra Spodoptera litoralis (larva de insecto) (Simmonds y Blaney,
1992) y obran como controladores bioldgicos.

No obstante los avancaes en el campo de ia sintesis organica, las plantas siguen siendo

fuente de compuestos quimicos. En los EUA el 26% de todas las prescripciones



médicas incluyen ai menos un compuesto de origen vegetal (Farnsworth y Morris,
1988, citados por Farnsworth, 1990). Por sintesis quimica se han aobtenido algunos de
estos compuestos, pero no la de muchos otros que por su complejidad y bajos
rendimientos no resultan rentables (fragancias y saborizantes), y en consecuencia las
poblaciones silvestres de plantas que contienen las sustancias de interés son
diezmadas. La recomendacion es que su aprovechamiento racional debera lograrse
mediante estrategias que no agoten las poblaciones silvestres: Una de las alternalivas
es el cullivo agrondmico de las especies silvesires, como se ha hecho para la

obtencién de aceites esenciales de la familia Lamiaceae, (Salvia officinalis, S. sclarea,

Mentha piperita y M. spicata) (Guenther, 1950).

Si se considera que solo del 5% al 15% de las plantas superiores han sido
investigadas en pusca de compuestos bioldgicos activos (Balandrin et al, 1985;
Marderosian y Liberti, 1988; Wagner et al., 1989, citados por Pefia, 1990) y si muchas
de las plantas investigadas fueron analizadas para un solo tipo de aclividad biologica
(Marderosian y Liberti, citados por Pefia, 1990), se vislumbra todo el potencial que en

materia de principios activos representa el reino vegetal.

3 Blodiversidad Vegetal en México

La diversidad bioldgica de México esté considerada como la 4a. mas grande de!
mundo (Vovides, 1989); estimaciones recientes indican que entre el 8 y 10% de las
especies de plantas y animales se encuentran en nuestro palfs. Se calculan en 30 mil
las especies de plantas vasculares (Rzedowski, 1978, cilado por Toledo, 1988) de las
cuales 20-30% son endémicas. Ademas de los enormes servicios ecoldgicos que
brindan en los ecosistemas, muchas tienen caracleristicas que les permitirfan ser
fuente de alimentos, de nuevos farmacos, o de insumos industriales, no obslante elio,
la gran mayoria de las invesligaciones, han sido dedicadas a plantas ya domesticadas.

Aunado a este desconocimiento y desinterés, multiples actividades del hombre estdn



reduciendo drasticamente los habitats naturales en nuestro pais, orillando a la
extincion a cientos de especies vegetales y animales.

Segun el Atlas Nacional del Medio Fisico de 1987, sélo 40.8% (80 millones ha) del pais
aun mantenia en los 70's una vegetacion natural sin disturbios y si la tasa anual de
pérdida de vegetacion de 1.5 millones de hectareas declarada en cifras oficiales es
valida (Toledo, 1988), estas areas se verian reducidas a sélo 45 millones de hectareas
para el afio 2000, es decir que sélo quedard el 22.95% del territorio cubierto por
vegetacion natural. No es de extrafiar que México ocupe el tgrcer lugar dentro de los
veinte paises mas afectados por la tala (1.47 millones de hectareas por afio)(Aridjis,
1991). Los habitats naturales mas afectados son los bosques mesdfilos de montaia,
los bosques de neblina, los manglares y sobre todo las selvas altas y medianas del
trépico himedo, reducidas ya al 10% de su distribucién original (Toledo, 1988).

Este problema se ha agudizado en aquéllas dreas densamente pobladas. La Cuenca
de México que ocupa sdlo el 0.03% de |a superficie del pais, constituye el habitat de!
22% de su poblacién y consume cerca del 30% de sus recursos energéticos (Ezcurra,
1990). La densidad poblacional mas alta se encuentra en el Distrito Federal, entidad
que abarca una extension de 148 mil hectareas de acuerdo al Atlas de la Ciudad de
México (1987), de las cuales ledricamente el 57.4% corresponden a 7 &reas de
conservacion ecolégica (Sosa, 1991). De acuerdo al Atlas de la Ciudad de México
(1987), antes de la conquista, la superficie del Valle de México estaba ocupada en un
54% por bosques de coniferas y latifoliadas; 18% por matorrales; 17% por pastizales y
9% por zonas lacustres. Actualmente la Cuenca ha perdido 73% de los bosques y 99%
de los lagos y el 7% del suelo se encuentra en proceso de degradacion avanzada
(Guevara y Moreno, 1987).

Ya desde 1870, Manuel Payné (citado en el Atlas de la Ciudad de México, 1987)
estimé que durante el primer siglo de la colonia (1524-1624) se habian utilizado 80

millones de arboles de la cuenca para trabajos de construccién, minas, produccion de
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carbén y como combustible. Entre 1959 y 1983 la ciudad de México perdio el 17% de
bosques, el 40% de matorrales y el 42% de chinampas. Si este ritmo de destruccion
continla, se calcula que para el afio 2000, el area de vegetacion por habitante sera de
tan solo 1.7 m2, la mitad de la dotacion actual (3.4 m2/habilanle). muy inferior a los 16
mé/habitante recomendados por la ONU y los 9 m2 sefialados por normas
internacionales (Guevara y Moreno, 1987).

La permanencia de estos ecosistemas determina la calidad de vida de sus habitantes,
la supervivencia de los mismos y la posibilidad de aprender a aprovechar los recursos
potenciales que guardan esas espacies hasta ahora ignoradas. S. elegans liene
polencial para ser aprovechada en la induslria, pues al igual que olros miembros de la
familia Lamiaceae, produce aceites esenciales (metabolitos secundarios) (Figura 1).
Enlre las mdltiples especies amenazadas en el Valle de México, se encuentran las
poblaciones de S. elegans Vahl. (Lamiaceae o Labiatae), lo que representa un gran
riesgo, ya que la pérdida de poblaciones genéticamente diversas es por lo menos en
este momento, tan importante como la pérdida de una especie. Una vez que el nimero
de individuos de una especie es reducido a un remanente, es factible su total extincién
en un futuro cercano. Para cuando un tipo de organismo se reconoce cOmo

amenazado, frecuentemente es muy tarde para salvarlo (Ehrlich, 1990).

4 Familia Lamiaceae

Las labiadas forman una familia extensa (cerca de 4,000 especies) (Hedge,
1992) y ampliamente distribuida en el mundo. Por siglos han sido consideradas como
un grupo de gran importancia comercial. Constituyen la materia prima de muy diversas
industrias, que van desde las que manejan especies aromaticas como condimentos

(Qriganum spp., Thymus spp., Mentha spicata, Malorana spp.), hasta las que exiraen y

utilizan aceites esenciales de muy diversas especies (Mentha piperita L., M. spicala

Huds., Lavandula hibrida., Pogostemon cablin Benth., Salvia sclarea L., S. officinalis L.)
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para la elaboracion de perfumes, cosméticos, aditivos para dentifricas, jabones,
detergentes, desodorizantes, etc. El conocimiento actual de los diversos compuestos
en esta familia (monoterpenocs, diterpenos, etc.), revela que puede considerarse que
los aceites de algunos géneros tienen efectos de antibiéticos de amplio espectro (El-
Gazzar y Walsan, 1969b), también representan un potenciat en la industria de los
insecticidas. La gran mayoria de estas especies son cultivadas en grandes extensiones
de tierra, principalimente en Norteamérica, ef sur de Europa, el sudeste de Asia y en
menor escala en Argentina y Brasil, pero también se explotan las poblaciones
silvestres.

El-Gazzar y Watson (1969b) distinguen dos grandes series de géneros de labiadas

tanto taxondmicamenle como por {a cantidad y calidad de los aceites esenciales:

Grupa A.- Pabre en aceiles esenciales pero resislentes al hongo Puccinia menthae.
Grupo B.- Comprende aquéllos ricos en aceites esenciales, pero suscaptibles al ataque

del hongo P. menthae. Et género Salvia pertenece a este grupo.

Los principales melabolilos secundarios aislados de labiadas son: flavonoides,
glicdsidos iridoides, esleroles, monolerpenos, sesquiterpenos, diterpenos, y lriterpenos
{Esquivel, 1986; Hegnauer, 1989, citados por Richardson, 1992) (Figura 1). Todos
estos compuestos se encuentran presentes en el género Salvia.

Una revision somera sobre {os estudios fitoquimicos de tabiadas realizados en e!
periodo 1981-1994 (Tabla 1) nos muestra la importancia de esta familia como fuenle de
una extensa gama de compuestos con un gran polencial, tanto en la farmacopea, como
en muy diversas industrias (insecticidas, agricola, perfumeria, detergentes, alimentos,
etc.). Asi tenemos, que de varias especies del género Rhabdosia se han aislado
compuestos que son ulilizados como agentes anticancerigenos, anlitumorales,

antiinflamatorios, antipiréticos, en padecimientos intestinales, etc.



TIPO DE METABOLITO SECUNDARIO

GENERO

Flavonoides

Salvia
Agastache
Galeopsis

Iridoides

Aguja
Galeopsis
Lagochilus

Lamium
Leonurus
Melitis
Phlomis
Physostegia
Salvia
Satureja
Scutellaria
Stachys
Teucrium

Esteroles

Salvia

Monoterpenos

Salvia
Sideritis
Mentha
Melissa

Sesquiterpenas

Savia_
Menandria

Diterpenos

Galeopsis
Salvia
Lepechinia
Sideritls
Ajuga
Stachys
Rhabdosia
Teucrium

Sesteterpenos

‘Salvia

Triterpenos

Salvia_
Lepechinia

yptis

Fig 1. Principales Metabolitos Secundarios Aislados de
Labiadas (Esquivel, 1983, Simmonds y Blaney, 1992)




Tabla 1. Metabolitos Secundarios en Labiadas y sus Usos

Especie

Metabolitos
Secundarios

Usos

Referencia

1. Cunila Iythrifolia

Triterpenoides

Alleraciones
gastrointestinales

Uelgado el al., 1YY

2. Hoslundia opposita

4 esferes lipo
abistano

Tnhiben crecimiento
Plasmodium falciparum

Achenbach'et al., 1333

3. Hyptis capitata Diterpenos y Citotoxico Yamagishi et al., 1988
Triterpenos colon humano
Acido hiptlico
4. Hyplis suavealens B sisteral Anfimicostatico conlra ™ {Misra et al|, 1981
Ac. oleandlico Helminthosporium

5. Melissa officinalis

Ac. rosmarinico

Anfi-inflamatorio

Peake et al, 1951

. Qcimum sanclum

Acido oleandlico

Prolege confra peroxida-
¢ion por adriamicina

Balanehru'y
Nagarajan 1992

Ac. Rosmarinico

7. Ocimum suave Eugenadl Repelenie mosquitos  [Chogoy  rank,
Terpenos y antimicrobiana 1981
8. Origanum spp. Acelles esenciales Antiséplico Scortichinty Ros,
Bactericida 1989
9. Rabdosta umbrosa Diterpenos Antibaclenano akeda el al., 1989
Antitumoral
10. Salvia apiana Benzyl Trans4 Antibacteriano Dentali y Hoffman,
coumarate y Antimicostético 1992
Ac. 16 hidrox. y Anlimicostatico
hydroxicarnosico
11, Salvia ballolaeflora Conacylona Problemas Rodriguez-Hahnef al.,
icetexona gdstricos 1983
127" Salvia divinorum Salvinorin Considerado Rodriguez-Hahn et al,,
halucindgeno 1994
13 Salvia Tulgens Diterpenos Padecimienlos Rodriguez-Hahn et al,,
Salvia microphylla astomacales Mido)  |1992
14."Salvia lasiantha Diferpencs Antimicost fico Sanchez el al. 1887
15 %alvia milthiorrhiza | 16-lefrahidrotanshi- Inhibe invifro Lretal, 1891
quinona | Il células leucdmicas
16 Salvia mMthiorrthiza | Ac. Salvinoico Inhibe peroxidactdn  {Huang'y Zhang, 13992

iipida de Fa-2+- cupleina
y NADPH, VIt C (in vitra)

17. Salvia officinalis Diferpencs Antivirales Masahiro et al,, 1993
18, Salvia palaefolia Squalone Lupeol Antihiperfensivo Gonzalez of al., 1589
. 2alvia phlomoides Taxodiona Cilofdxico Rodriguez y Savona,
Taxodona 1989
20. Salvia prionitis Sapriolaclona | Anfibacteriano, anfifuber- [Lin et al., 1989
norditerpenas culoso, antifloglstico
21, Salvia przawalskil Dilerpenos Suslitulo de Tan-shen L et al., 1991
. oalvia texana Taxodine Conlra Gram-posilivos _{Gonzalez ef al., 1983
23, Salvig texana Diterpenoides raiz | Contra carcinoma en  |Gonzalez of al., 1987

ratas y carcinoma naso-
faringeo en humano

24, Teucrium pernyl

Dilerpenos

“Tdxico para insecios

Ning et al,, 1930




De Coleus forskohli, se ha oblenido una droga que ha sido utilizada
experimentaimente en casos de glaucoma, en cardiopatologias congestivas y asma,
entre otros padecimientos (Raj et al., 1989).

De Salvia milthiorrhiza conocida en China como Dan-Shen se utiliza la raiz en

anomalias hematologicas, enfermedades del corazdn, hepalitis, hemorragias,

alleraciones en la menstruacion, abortos, edemas, elc. (Yasuma et al., 1989).

§ Salvia elegans Vahl.

Pertenece a la familia Labiatae (Lamiaceae) cuya unica monografia completa es
la de Bentham (1832-36), la que posteriormente se modificd en el Prodromus De
Candolle (Hedge, 1992) y el Genera Plantarum (1876). Las clasificaciones
subsecuentes en floras y textos, son repeticiones o modificaciones menores (e. g.
Komarov, 1954; Clapham, Tutin y Warburg, 1962; Gleason y Cronquist, 1963; Melchior,
1964) del tratamiento de Briquel (1897) resumido por Airy Shaw (1966), y no hacen
ninguna contribucion apreciable para un mejor entendimiento en el arreglo de!l género

(El-Gazzar y Walson, 1969a).

Clasificacién Botanica
(Cronquist, 1975; Cantino, Harley y Wagstaff, 1992)

Reino: Plantae
Subreino:  Embryophyta
Division: ~ Magnoliophyta
Subdivision: Magnoliopsida

Clase: Magnoliatae

Subclase:  Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae (Labiatae)
Subfamilia: Nepetoideae (Lamioideas)
Tribu; Mentheae

Género; Salvia
Subgénero; Calosphace
Especie:  Salvia elegans




6 Doscripcidn
Planta herbacea perenne semiarbustiva, presenta tallos y ramas

cuadrangulares; e! tallo exfoliante densamente glanduloso-pubescente, en particular en
las partes mas jovenes. Hojas opuestas, Idminas foliares ovadas, de 0.8 a 5.5 cm de
largo, de 0.6 a 3.5 cm de ancho, agudas en el épice, cuneadas a truncadas en la base.
pubescentes en ambas caras, palidas y con numerosas glandulas en el envés y el haz,
de un verde intenso en la elapa vegetativa lorndndose verde grisdceo con puntos
rojizos oscuros durante Ia etapa de floracion y fructificacion; peciolos de 0.3 a 2 cm de
largo, por lo comin glandulosos-pubescentes; inflorescencias terminales, de 15 a 25
cm de largo, compuestas verticiladas, pedicelos de 1 a 2.5 mm de largo, flores
bisexuales zigomarficas, caliz hirsuto persistente de 4 a 8 mm de largo, de 1.5 a3 mm
de ancho, glanduloso-pubescente sobre las costillas, glanduloso entre las mismas;
corola tipica simpétala bilabiada de 5 Idbulos de 2.2 a 3 cm (lubo de 1.5 3 2.1 cm) de
largo, de ca 4 mm de ancho, el tubo ensanchado hacia la boca, pubescente en su
mitad superior labio superior de 8 a 9 mm de largo el inferior de 6 a 8 mm de largo, de
5 a 6 mm de ancho, los bordes laterales de los l6bulos por lo comin enrollados;
estambras 2 ligeramente exertos, anteras de ca 1.2 mm de largo, conectivos de ca 6
mm de largo; esfilo de ca 2.3 mm de largo pubescente, 1 pistilo, ovario sipero, 2
carpelos, 2 Idbulos, placentacién basal, dvulos anatropos, el micrdpilo hacia abajo;
semillas de color crema a café oscuro de ca 2mm, con endospermo escaso y carnoso
que generalmente es absorbido por el embridn; aparecen las inflorescencias a
principios de octubre y fructifica de noviembre a principios de mayo.

7 Distribucién Geogréfica y Abundancia

El género Salvia es el mas abundante de la familia, hasta ahora han sido

descritas alrededor de 900 especies, distribuidas en zonas tropicales y subtropicales.



En México se encuentran alrededor de 300 especies del género Salvia con un gran
numero de endemismos, mas del 88% (Ramamaorthy, 1984).

S elegans es endémica de México. De acuerdo a los regislros del Herbario Nacional
del Instituto de Biologia (MEXU), UNAM, esta especie ha sido colectada en 2| estados
y el Distrito Federal (Tabla 2).

Se le encuentra generalmente desde los 900 a los 3,000 m.s.n.m. en basques de pino,

de pino y encino, de pino y oyamel, raras veces en bosques de Abies, lugares abiertos

de encinares, cafadas y selva tropical. Las poblaciones pueden encontrarse
entremezcladas con diversos géneros y especies tales como Clethra, Lopezia,

Calceolaria, Valeriana, Lycopodium, Selaginella, Carpinus, Laurus, Prunus y Ximenia,

Salvia purpurea, S. polystachia, S. fulgens.

Sus poblaciones aunque frecuentes en muchos de estos habitats, son escasas en
individuos (baja densidad). Numerosas poblaciones parecen formar parte de areas
altamente perturbadas. Esla especie y otras herbaceas y arbustivas, tienen una
participacion cuantitativa significativa en la vegetacidn natural, sobre todo en las zonas
de clima templado.

Los bosques de Pinus y Quercus, tan caracteristicos de las montafias de México,
cubrian antes de la fuerte intervencion del hombre mas del doble del area que hoy
ocupan y su superficie va en disminucion constante ante el avance de la agricultura,
los desmontes con fines ganaderos, la construccion de carreteras, los asentamientos
humanos, los incendios y las plagas.

En los ultimos 40 afos la destruccion ha alcanzado una intensidad y rapidez

inusitadas.

8 Disminucién de las Poblaciones
E! habitat predominante de S. elegans son los bosques de pino y encino, los

cuales ocupan una superficie de 10 millones 937,964 hectareas (5.56% de la superficie
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lotal del pais, equivalente a 1 millon 967,183 km?) (Inventario Nacional Foresial de
México, 1994). Si como estima la FAO vy el Programa de Naciones Unidas para el
Medio Ambiente (PNUMA), se han deforestado anualmente un minimo de 500 mil
hectéreas (1981-1985) (citado por Toledo, 1988), un gran niimero de poblaciones de S.
eleqans seran destruidas.

En varios estados como Sonora, Hidalgo, Estado de México vy el Distrito Federal,
numerosas poblaciones estan reportadas como escasas desde hace varios afios (datos
obtenidos de las colecciones del herbario MEXU) (Tabla 2).

Las poblaciones de S. elegans, monitoreadas durante el desarrolio de |a presente lesis
(1989-1992) se localizan en las siguientes Reservas Naturales: 1) "Parque Nacional
Cumbres del Ajusco” (Distrito Federal), 2) En los remanentes de bosques de pino y
encino situados entre los kilometros 54 y 55 de la autopista México-Cuernavaca
(Morelos) y 3) "Parque Nacional Desierlo de los Leones” (D.F). En la primera
localidad, las poblaciones han sido continuamente taladas y el nimero de individuos se
redujo, se estiina en mas de un 60%. Las poblaciones de la segunda localidad se han
visto severamente disminuidas por la ampliacion de la autopista;, mientras que en la
tercera localidad que es un drea allamente perturbada, los individuos presentan en su
follaje manchas café rojizas posiblemente debido a un parasiismo y a la
contaminacion.

Uno de los factores que actualmente esta afectando a estas poblacionss son los
efectos fitotdxicos del didxido de azufre (SO,) (emisiones de las industrias de energia
carboeléctrica), lo cual ocurre cuando el CO; penetra a través de los estomas y es
oxidado a sulfito (Hemandez y Bauer, 1989), lo que probablemente esté provocando la

pigmentacion foliar antes mencionada.



Tabla 2. Distribucién y Abundancia de Salvia olegans (Lamiaceao)*

12

ESTADO LOCALIDAD ALTITUD JTALLA HABITAT Y FECHADE ] COLECTOR JPOBLACION]
{msnm) (m) VEG. ASQC COLECTA
Colima Nevado de Colima 2.0 1856 1949 C. Epling Abundanie
Chihuahua SW. 1835 E. Palmer
Distrite 2° Dinama 2600-2800 Cadada humeda 1052 C. Rzedowsk}
Federal San Rafae! 25800 1952
Desierto Leones 2900 1950 Matuda
Dinamos 3150 1853 F. Ramos
Santa Rosa 2800 Bosque pino ayame!} 1953 1950 | C. Rzedowski
Xitle 3000 Pino M. Panti Escasa
Milpa Alta 2600 1952 Dudler Gold Escasa
Tepetiahualo 3000 1.2 1976 C. Rzedowski Escasa
Sta. AnaM.A. 2700 1.6 1976 C. Rzedowski Escasa
Sta. Cecifia C. Rzedoveski Escasa
Conlreras 1950
Salazar 1053
Desieno Leones 1836 Hnos. Lyonnet
Desleno Leones 1950 Matuda
Santa Rosa Pinar oyame! 1840 Miranda
Durango S.M_Occidental 8600 ft 1962
Guanajualo 2800 098 1946
Guorrero Chichihualco 2600 1.0 | Pino, Encino, Ables 1983 Esc. Nat. C. No reponté
y Chiranthodendion Biolégicas IPN
Hidalgo México Jacala 2100 2100 Pino juniperos 1666 L. Scheinvar
Cerca Pachuca 8400 ft 41 Encino 1844 Cart Epling
Cd. Hidalgo 2850-3000 | 1.5 1049 Cart Epling Abundante
Mplo. Tepeapuico 3100 Ladera 1875 C. Rzedowski Escasa
Camino al Chico Encinos 1951 1852 Matuda
8 km albergue carr, 2590 1.0 Rocas 1878 C. Rzadowski
Agua Blanca 5800 ft 1845 Carl Epling
Sn. ignacio J. Gonzalez
Jalisco Nevado de Colima 2250 1.0 Abies, Alnus 1965 C. Rzedovski
Ables religiosa 1083
Quereus, Pinug
Clethrg, Plper 1983
Jalisco 1949 1856 Cart Epling
Jalisco 1870
México Cerca Valle Bravo 1300 1952 1953
Amanalco Texcoco 1882 C. Rzedowski Escasa
Amecameca 3200 fino encino 1953 C. Rzedowski Regular
Chalco 2750 1.4 Pino 1877 C. Rzedowski Escasa
{xtapaluca 3240 1.5 1Pinus, Ables, Salnus Abundante
Acayucan 2850 Pino, Encino, Abelo 1678 C. Rzedowski
Cuautitlan 1.2 Ables, Carpinus 1985 Abundante
Laurus, Prupys, 1911 Inst. Med. Nal.
Temascaltepec 1986 Escasa
Popocalepet! 1974
Cuaulitién
Otumba Bosque 1975 C. Rzedowski fscasa
Acayucan 2850 C. Rzedowski




Tabla 2, {Continuacién)

pirs

ESTADO LOCALIDAD ALTITUD }TAlLA HABITAT Y FECHADE COLECTOR POBLACION
(msam) (m}) VEG. ASOC. COLECTA
Michoacan Mirto del Norte 2800 0.7-1.0} Pinus pseudosirobus 1984 D. Ramamoonhy Frecuente
Veg. All.
Angangueo 3010 2 Abies 1683
San Juan 2300 0.8-1 Pino Encino Frecuente
Morelia 1909 Guinceo Arcens
Lago Zirahuén 2100 06-08] DBosque mestfilo 1981
Patzcuaro 05 Abundante
Lago Zirahuén 2100 1.3 Bosque mesdfilo 1881 C. Rzedowski  Abundante
Municipio Cheran 2200 1 C.G. Pringle
Cerca Pétzcuaro
Morelos | Entre Tres Marlas 2570 Pinus quercys 1982
y Zempoala Pinus arbutus
Cuemavaca 1500-1750 1972 J. Vazquez No reportd
Zempoaia 20
Tepozteco 1941
Carrelera Vieja
Qaxaca Sierra de Julrex 2400 1984
Sierra Las Huertas 07 Abundanta
Slerra Mazalteca 1700 3.0 !Lopezia, Calceolana, 1684
Lycopodiym, Selagi-
nella, S, purpurea,
5. polystachia
2600 0.8 Roble encina
Sierra de Jurez 2800 08 Roble encino
Puebla 1.0 Encinares 1944 Miranda
Teziutian 2800 08 Encino cadada 1680 1983  C. Rzedowski Escasa
entre Tlax y Puebla 2835 1.2:1.5] AbleyyPinus 1978
Sierra Negra 1944 Cadl Epling
1684
Puebla 1807 G, Arsene No reporté
Manzanilla 1906 1900 Hno. G. Nicolas
1914
Puebla Polygonon. Mahonla Wollang Boege
Gal S cardinali
Querétaro 8000 i 056 Pino Encino 1670 Gary Brockon  Frecuente
Ameaico 2700 ]04-08] Encino, Madrodo, 1977 E£. Arglelles Veg. All.
Crataegus, Buddlel
Sinaloa | Mpio, Badiraguato 2000 10208 Pino Encine UAS, No reporté
070.8
Sonora Rio Mayo Cafén humedo 1935 Escasa
Tlaxcala | enire Tlax y Pusbia 2835 1.0 Ables, Pinus 1879 UAM.
Nanacamilpa 2500 08 1985
Veracruz Cosauillan 840-1060 Ecotono Encinar 1979 F. Ramos M.
Mpio. Las Vigas 2200 Selva Med. Encino 1877 Escasa
£l Bordo R. Ramirex] Pino Encino 1975
taYoya 1945
Cbrdoba 1984
Orizaba Pino 1670 Abundante
Mpio. Jalacingo 2050 1.2 Encino 1978 Escasa

* Herhanio Nacional {MEXU) del Instituto de Biotogia, UN.A.M,




9 Usos del Género

El género Salvia incluye numerosas especies cuyos compuestos son utilizados
experimentalmente como hipotensores, antibaclerianos (Gram+), antiflogisticos en
anomalias hemalolégicas, padecimientos estomacales e intestinales, como citoldxicos,
micostalicos, antisépticos, diurélicos, cicalrizantes, para tralar enfermedades del
corazén, hepatitis, hemorragias, abortos, como relajantes, etc.
Varias especies de salvias mexicanas son utilizadas en medicina tradicional, como es

el caso de S. elegans, S. microphylla, S. fulgens, S. ballotaeflora, S. texana, S

divinorum, etc. (Tabla 1).
El Instituto de Quimica de fa UNAM con la colaboracion del IBUNAM han llevado al

cabo el andlisis fitoquimico de alrededor de 35 especies de Salvia, encontrandose

constituyentes tales como flavonoides, esteroles y terpenos, etc. (Figura 1).,
estableciendo entre otras, relaciones quimiotaxonomicas vy fitogeograficas con Salvia
spp. de Europay Asia.

Para llevar al cabo este tipo de investigaciones, es necesario contar con suficiente
malerial vegetal, muy frecuentemente se ulliza todo el individuo e inclusive, se colecta
toda la poblaciéon cuando estd constituida por sélo unos cuantos ejemplares,
propiciando la erosidn genética de la especie, por lo que 8l cultivo de tejidos vegetales
puede representar la fuente del recurso en cuestion, no sélo para la investigacion, sino
también para su aprovechamiento sostenido, y la restauracion de habitals en donde
eslos individuos (genotipos) desempeiian un papel ecoldgico importante, para lratar asi

de evitar una mayor alteracion de las poblaciones silvestres.

10 Alternativas para la Conservaclén de la Biodiversidad
De acuerdo al World Conservation Strategy (1989) la conservacion es definida
como la administracién de la bidsfera para el aprovechamiento humano, de tal manera

que rinda los mayores beneficios sostenidos para las presenles generaciones y que
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mantenga sus potencialidades para enfrentar las necesidades de las generaciones
futuras (McNeely et al., 1990).
Los méltodos para la conservacion de los sistemas vivos, pueden dividirse en dos
categorias:
1. Conservacion in situ.- dreas nalurales protegidas.
2. Conservacion ex situ.-

a) Bancos de semillas.

b) Bancas genéticos en el campo.

c) Cultivas de tejidos vegetales.

a) Conservacion In situ
Se refiere a la conservacion del habitat natural, que deberia permanecer sin ser
alterado por acciones dal hombre y permitiria;
a) Conservar como recursos genétlicos, muestras representativas de los ecosistemas
del mundo.

b) Ofreceria sitios para investigacion cientifica.

En general se acepta que la conservacion del habitat seria la forma maés
recomendable de conservacion de la biodiversidad, pero en la practica implica grandes
riesgos de que no se respele y se pierda la vida silvestre, par continuas agresiones del
homtre. Este método presenta muiltiples ventajas, una de las cuales es que las
especies pueden seguir sus procesos evolutivos, 1o que no ocurre con los olras
métodos de canservacion (Hoyt, 1992); sin embargo, en la eleccion de la mayoria de
las dreas protegidas no se han seguido criterios biogeogréficos sino econdmicos
(Toledo, 1988) y se ha demostrado que aln las especies en eslas dreas, pueden

perderse debido a que la fragmentacién de estos espacios na permite mantener
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poblaciones viables de todas las especies (Frankel y Soulé, 1981; Schonewald-Cox et
al.. 1983; Soule y Wilcox, 1980; Wilcox, 1980, citados por Peters, 1990).

Actualmente, a nivel mundial, las areas prolegidas son mas de 6,900, con una
superficie total de 6.5 millones km’ (4.4%) de la superficie de la tierra. McNeely et al.,
(1990), sefialaron que en 1989 existian unas 4 mil quinientas reservas de mas de 1 mil
ha cada una (IUCN), que cubrian casi 500 millones de hactareas.

En México existen 73 areas naturales protegidas que ocupan aproximadamente una
extension de 6.2 millones ha equivalentes al 3.07% de |a superficie territorial de México

(Lesser, 1994).

b) Conservacion ex situ

Todo méltodo ex situ, presenta limitaciones, sobre todo en el manejo de especies
amenazadas y no es econémicamente factible el mantenimiento de muestras grandes
de la diversidad genélica de una especie, lo que determina su pérdida a largo o
mediano plazo, ademas, limita el proceso evolutive. Las poblaciones ex situ lienen una
base genética muy reducida, y es poco probable que la poblacion colectada sea
representativa de un amplio rango de genotipos.

No obstante estas limitaciones, la velocidad a la cual estdn desapareciendo numerosas
especies y con ellas los servicios ecolbgicos que éstas desemperian, obliga a utilizar
todos los medios disponibles para intentar salvar a aquellas especies que de olra
manera se perderian.

La conservacion ex situ ha sido dirigida predominantemente a especies cultivadas, en
estas actividades han participado la FAQ y mulliples cenlros de investigacion agricola,
que juntos manejan unas 500 especies de plantas cultivadas (0.2% del lotal de

especies vegetales, incluyendo parientes sivestres de plantas cullivadas).



a Bancos de semillas.- Son colecciones almacenadas bajo condiciones especiales que
aseguran su supervivencia a largo plazo.
Las semillas son las estructuras de la planta mas adecuadas para ser almacenadas,
tanto por su tamafio, como por ser los organos naturales de almacenamiento de
germoplasma. Existen aproximadamente 50 bancos de semillas en todo el mundo,
més de la mitad se encuentran en los paises en desarrollo.

Las ventajas que presenta este método son: una muestra incluye una amplia
variabilidad genélica, es “facil" su almacenamienlo, hay economia de espacio,
demanda laboral reducida y bajos costos.

Entre las desventajas; se detiene el proceso evolulivo, se depende de abasto de
energia, se requiere de monitoreo constante de la viabilidad de las semillas,
existencia de semillas recalcitrantes (se calcula que méas del 15% de la flora
mundial, 37 mil quinientas especies poseen este tipo de semillas) (BGCS, 1989).

No obstante que este mélodo representa grandes venlajas, (Peeters y Williams,
1984, citados por Ashton, 1990), estiman que de los 2 millones de adquisiciones de
germoplasma vegetal almacenado en estos bancos, el 65% carece de los datos
bésicos sobre su origen, del 80% se desconoce su potencial, incluyendo métodos de
propagacion y el 95% de datos de evaluacion sobre aspectos tales como su
resistencia a patdgenos o factores fisicoquimicos del ambiente, etc. Se calcula que
s6lo del 1% se tienen dalos mas completos.

Se considera que s6lo 2% de los parientes siivestres de las especies cultivadas se
encuenltran representados, no obstante que son el recurso de los fitomejoradores y

han desempefiado un papel determinante en el desarrolio de la agricultura.

b. Bancos Genéticos en el Campo.- son colecciones de plantas vivas de especies que
no producen semillas facilmente o que presentan semillas recalcitrantes, se

mantienen en jardines boténicos, arboretos y ofras plantaciones (Hoyt, 1992).
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La mayor parte del germoplasma ex situ de plantas silvestres se encuentra
distribuido en 1,300 jardines botanicos los que conservan unas 20,000 especies (8%

del total de especies).

c. Cullivo de Tejidos Vegetales.- Es otra alternativa que permite el crecimiento de
células, tejidos en condiciones asépticas durante tiempo indefinido y hace posible
la regeneracion de plantas completas (Staba, 1880). Entre los distintos
procedimientos para alimacenar células y tejidos vegetales, se encuentran:

1. El subcultivo periddico de los tejidos in vitro.

2. Laaplicacion de agentes osméticos para reducir el crecimiento de los cultivos.

3. Refrigeracion.

4. Congelacion en nitrogeno liquido (-196°C) (Kartha, 1985; Lopez, 1995; Mata,
1995).

¢) Cultivo de Tejidos Vegetales

Es una rama de la biologia, que basada en la totipotencialidad de la célula
vegetal ha establecido un conjunto de lécnicas que hacen posible dividir a un
organismo en sus bloques constituyentes y cullivar asépticamente in vilro proloplastos,
células, lejidos, organos, embriones, plantas, e inducir y estudiar respuestas
morfogenélicas y biosintélicas de estos constituyentes, bajo condiciones controladas
(nutrientes, pH, luz, temperalura, gases, estado fisico del sustralo, efc.), lo que permite
al investigador variar tas condiciones de cultivo y/o el lipo de explante, a fin de lograr
una gran variedad de objetivos fanlo en investigacion basica (fisiologla, bioquimica,
patologlia, genética, citologla, etc.), como en la aplicada, ya que consliluye una valiosa
herramienta en el area biotecnoldgica, por ejemplo: ingenieria genética, induccidn y
aislamiento de mutantes, seleccion de nuevas variedades, deteccion de especies

resistentes a distintos faclores y oblencion de metabolitos secundarios (Chavez, 1993).
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Los fundamentos de estas metodologias se encuentran en la teoria celular expresada
por Schieiden y Schwann en 1838-1839, la cual postula que las células son auténomas
y totipotentes, es decir que cada célula vegetal tiene el polencial de regeneracion para
formar plantas completas (Staba, 1980, Gautheret, 1982). Los primeros intentos fos
realizd Haberlandt en 1902. A principios de los afos 20's se lograron los primeros
éxitos, cuando Robbins cultivd apices de raices de jitomate y logrd su proliferacion;
después, White (1939) mantuvo por tiempo indefinido calflo de zanahoria. La Rue en
1948 (citado por Altree y Fowke, 1993), fué el primero en obtener embriones
somalicos (adventicios). Marel, a principios de los afios 60's cultivd meristemaos para
erradicar e virus del mosaico de Cymbidium y descubrié que era posible generar
millones de plantas (estimé 4 millones) en corto tiempo a partir de un sélo explante, lo
que superaba por mucho a los métodos convencionales (Morel, 1974). Murashige, es
la figura mas representativa en el establecimiento de las técnicas de micropropagacion,
pues entre otros méritos, identificd tres estados en el desarrollo de esta técnica

(Murashige, 1974, citado por George y Sherrington, 1984):

| Establecimiento del explante, asépticamente in vitro,

if. Muttiplicacion del propéagulo.
i, Enraizamiento y endurecimiento para su transferancia a suslo.

Entre los principales beneficios de esta técnica se encuentran

1. La micropropagacion como en: jitomate, papa, fresa, clavel, rosa, helechos,
orquideas, palmas, pinos, elc., (George y Sherrington, 1984; Beversdorf, 1990,

Kozai gt al., 1995.)
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2 Obtencién de plantas libres de patdgenos (hongos y bacterias en Dianthus.

Gladiolus, Dieffenbachia, Pelargonium, {Walkey, 1978). hongos en Cilrus spp.,

(Deng et al., 1995}; virus en Nicotiana, Geranium, Brassica, (Walkey, 1978).

3 Almacenamiento de germoplasma en chicharo, fresa, yuca, etc., (Karha, 1985);

esparrago, califlor, {Graut, 1990); Pinus, Pseudotsuga, (Gupla el al,, 1993).

4 Aplicacion de nuevos métodos de mejaramiento genélico. haploides en arroz,
(Alejar gt al., 1995); en chile, (Nervo gl al, 1995); introduccion de DNA por
electroparacion, bambardea de micraproyectiles y uso de protoplastos: maiz, afroz,

avena, trigo, cana de azucar, sorgo, etc. (Vasil, 1995).

5, Obtencién in vitra de productos naturales (metabolitos secundarios) iguales o
diferentes a los producidos por la planta, como: shikonina, pigmento rojo a partir de

Lithaspermum erythrorhizen; vainillina a partir de callos de Vanilla planifolia,

sanguinarina utilizado en pastas dentales y enjuagues bucales a partir de Papaver
somniferum, (Smith, 1995).
La regeneracion de plantas es el paso clave en la aplicacién de la metodologia del
cultivo de lejidos, la piedra angular de tadas estas lécnicas la constituye la
regeneracion, pues sin ésta las olras meladolaglas de cultivos de tejidos se larnan
impotentes (Tisserat, 1985; Rao, 1987).
De acuerda a Rabert y Loyola (1985), las principales ventajas de la microprapagacian

in vitra san las siguientes:

23



1. La propagacibn in vilro es una allernativa para aquéllas especies que no pueder
propagarse masivamente por mélodos convencionales.

2. Es allamente eficiente para especies de crecimiento relativamente lento (caclaceas,
orquideas, gimnospermas, elc.), y plantas que aunque se propaguen asexualmente,
sunumero se incrementa considerablemente cuando se manejan in vitro,

3. El material reproducido vegetativamente in vilro puede ser almacenado por largo
lismpo.

4, Las planias oblenidas del cultivo in vitro son de alta calidad fitosanitaria.

5. La ulilizacién sislematica de esta lécnica para fines comerciales garantiza una mayor
uniformidad genética.

6. Asegura el abasto de plantas durante todo el afio.

7. Factibilidad de la propagacion.

d) Vias de Regeneracién in vitro.

Se considera que existen 3 métodos de propagacion in vitro (Hu y Wang, 1983):

1. Desarrollo de brotes a partir de yemas axitares.

2. Organogénesis (morfogénesis directa o indirecla) de primordios de drganos.
Cominmente define la formacién de brotes y el subsecuenle enraizamiento. El
brote inicial es una estructura unipolary su tejido vascular estd fisicamente unido al
{ejido de origen.

3. Embriogénesis somatica (morfogénesis directa o indirecta) es el desarrollo de
embriones adventicios a parlir de células gamélicas o somaticas que forman
estructuras bipolares {brote y raiz) semejantes a los embriones cigolicos,

cuyos haces vasculares no estan ligados a los del tejido original.

La morfogénesis directa o indirecta se refieren respectivamente, al desarrolio de

estructuras organizadas directamente del explante o bien con mediacion de catlo.
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Entre los principales factores para lograr una respuesta morfogenética se encuentran el
lipo y el estado de desarrollo de los explantes y la interaccién del explante con el

medio de cultivo (Litz y Jaiswal, 1991).

Desarrollo de Broles a Partir de Yemas Axilares.
Siempre que sea posible y los objetivos asi lo justifiquen es preferible este

método, entre ofras razones porque:

a. Sélo es necesario estimular el crecimiento de las yemas axilares. Como la formacién

de callo es poco probable disminuye el riesgo de alteraciones genéticas.

b. En yemas axilares previamente se ha diferenciado el tallo incipiente y sélo es
necesario su crecimienlo y la diferenciacion radicular, mientras que en la

embriogénesis y la organogénesis pueden no ocurrir.

c. Sibien la tasa de multiplicacion a partir del cultivo de yemas es relativamente lenta
inicialmente, aumenta durante los primeros subcultivos y eventualmente se estabiliza

(Kehr y Schaeffer, 1976; Yie y Liaw, 1877, citados por Huy Wang, 1983).

d. Una vez establecido un cultivo con brotacion mditiple, funciona como fuente de

propagulos.

Un ndmero considerable de especies ha sido regenerado por este método (Tabla 3), en
su mayoria herbaceas, ya que presentan generalmente una dominancia apical débil y
una regeneracion radicular vigorosa. Esta frecuencia en la respuesta cominmente no
se alcanza en especies lefiosas, debido a; escasez de explantes morfogenéticos, gran

cantidad de polifenoles, es dificil romper la quiescencia de las yemas axilares, e inducir
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Tabla 3. Especies de Diversas Familias Regeneradas in vitro. 112
Modio Reguladeoros | Respuesta
Espacle Explante de de! Morfo- Roforencia
Cultive Crecimionto gonética
Avena saliva Callo MS Picloram (0.5 mg/l) | Regeneracién{Gana et al., 1995
A, nuda Sacarosa (50 mgA) 4 amino-3,5.6
A, bizantina Tiamina HCI {150 mgN) | thricloro picalinic
asparagina (200 mgN) | acd + K (Smg/)
myo-inositol (1.15 g/1)
proline (8 9/1)
Chigrophytum Tallos MS BA (22 M) + Micro-  |Purchit et af,, 1954
borjvilianum jovenes K (M) propagacién
Comus florida Apices y Macronulrientes BA(>3.3uM) | Proliferacidn |Detlerk et al, 1994
{Arbol) sogmentos ] WPM (Lioyd y Mc de brotes
nodales Cown 1980)
Nit (Nitsch y Nitsch1968)
Gueumis saliva | Coliladones MS + K (50 uM) + Regaeneracién{Hooymans et al.,
Sacarosa (40 gN) + AA (0.1 uM) 1994
Tryptone L 42 +
Oxoid (600 mg/)
Dianthys Tallos, MS BA (5 - 10 M) + [RegeneraciéniNakanao et al, 1994
cariophyllus Hojas y ANA
Pélalos Chloro-4 pynidil-
N phenylurea y
N -1,2,3 -Thidiazol-
§-YL - N'-pheny-
lurea
K(6-10uM)
Diosgorea Hofas MS BA (8.9 uM) Micro- Kohmura et a!.,
opposita Inmaduras propegacion {1895
clipla alba Segmenlos MS 2iP(24uM) Micropropa- [Franca et al, 1995
nodales gacion para
oblencién de
Metabolitos
secundarios
Elaeagnus Hojas WPM(LLoyd and BA (1 pM) + Regeneracién|Economov y
anquslifotia Jovenas McCown, 1980) GA; (1uM) Maloupa, 1995
{arbal)
Fagqus sylvatica Yemas WPM BA (4.5 M) Micro- Maiar y Reuthe,
(arbol) epicales | Hidrolizado de caseing propagacion {1994
Fruclosa (0.1% wh)
Myo-inosito! (100 ma/)
Fergnia fimonia {Coliledonas MS BA (4.4 uM} Organo-  [iHossain ot al., 1894
(&rhol) K (4.6 uM) génesis




Tabla 3. (Continuacion) 21
Medio Roguladores { Respuosta
Espocle Explante de dol Morfo- Rofarencia
Cuitivo Cracimiento onética
Grevillea robusta| Nudos WPM BA (4.4 pM) + Micro- Rajasekaran, 1994
(arbol) jovenes NAA (0.27 pM) | propagacién
lpomoea batalas| Proto- MS BA (2.0 mg/) + | Regeneracién|Belarmino et al,
plastos K (1.0 mgh) + 1994
GAy (1.0 mgh)
Meconopsis Callo MS BA (2.0 mg/) + |Regeneracion|Sulaim, 1994
paniculata K(1.0mgh) +
GAy (1.0 mghl)
Nepenthes Tallo con WPM BA (2.2 uM) Multiphcacién [Latha y Seenl, 1994
khasiana 2ald
segmenlos
nodales
Pinus banksiana | Embriones |  AE; QF; MCM; SH; BA (10 pM) Regeneracién]indra et al., 1994
myo-nositol (100 mgA) K(10pM)
asparagina (100 mgh)
4cido nicotinico 4 mgh
Tiamina HC! (5 mgA)
Rubus igaeus Hojas MS + IBA (0.5 - 1 mgN) | RegeneraciénjAmbrozic et al.,
N8 (Chustal, 1975) de brotes  [1994
advenlicios
Swarizia mada- | Nudosy MS BA (2.2 uM) Micro- Barger y Schafiner,
gascariensis aplces propagacdn |1985
Ulnus americana | Hojas Driver and Kuniyuki BA (15-22 pM) + | Capacidad |George y Tripepi,
Walnut (OKW) TOZ (Thidiazuron) | de regenera- |19984
cidn de
- brotes e
Verbana lengra Nudo MS BA(0, 044y Micro-  [Hosoki y Katahira,
4.4 pM) propagacién {1994
Xapthium Apices MS BA(4.4-8.9 mM)+ Micro-  [Eliis y Camper,
slumarnum ANA(1.1-2.1pM) | propagacion 1994
Enralzamiento
K (2.3 M) +

ANA (1.1 uM)




la diferenciacion radicular, sobre todo cuando se trabaja con arboles maduros (Hu y
Wang, 1983).

Martin (1985) obtuvo de 200 mil a 400 mil individuos por afio, a partir de una sola
yema de rosa que subdividid cada mes en cualio secciones, mientras que se

obtuvieron de 30-50 plantas en el mismo tiempo con métodos convencionales.

Organogénesis y Embriogénesis.

Con un trabajo experimental previo, es posible a partir de cualquier estructura
vegetal lograr la regeneracion de plantas por estas vias, si bien las tasas de
multiplicacién llegan a ser més altas que en el cullivo de yemas, iniciar y manlener
estos procesos morfogénicos puede resultar complicado.

Con la conversion de los {ejidos en callo aumenta la biomasa, que por su carécler
meristematico y la plasticidad de sus respueslas puede ser orientada para lograr
algunos objetives, por ejemplo en fa biosintesis de metabolitos (Webb et al., 1984, Falk
et al, 1990) o en la regeneracion de plantas (via indirecta) (Turk et al., 1994; Sulaim,
1994; Gana el al., 1995). En esta nueva conducla que adquieren los tejidos juegan un
papel fundamental los reguladores del crecimiento para redeterminar la fisiologia y
morfologla de las células.

En el proceso morfogenético directo, los reguladores de! crecimiento no redelerminan
la respuesta de las células morfogénicas sino que solo facifitan el proceso de
formacion de un nuevo 6rgano ¢ embridn (Sharp et al., 1980).

Auxinas, cilocininas y acido giberélico son los filorreguladores més utilizados. Han
pasado casi 40 afios desde que Skoog y Miller (1957), (citados por George y
Sherrington, 1984) establecieron un principio que atn es valido, pero que en muchas
ocasiones es requisitoc modificar, y es que enltre auxinas y cilocininas, un balance a
favor de las auxinas puede promover ia formacion de raices ylo callo; con una

concentraclén mayor de citocininas que de auxinas la respuesta puede ser fa formacion
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de brotes (Figura 2). El papel de las giberelinas se ha centrado basicamente en su
efecto de elongacion de entrenudos y la promocion de la germinacion.

La experiencia ha demostrado que los embriones y tejidos de plantulas son
morfogenéticamente mas plasticos (competentes) que los tejidos maduros (Ammirato,
1989; Fasolo et al., 1989), y seria mas recomendable utilizarlos. Sin embargo, cuando
no existe la posibilidad de contar con ese material deberan realizarse 10s ensayos
pertinentes con individuos maduros para tratar de lograr respuestas morfogenéticas,

por ejemplo: Phoenix dactilifera (apice, tallo, Reynolds y Murashige, 1979; citados por

George y Sherrington, 1984, Euphoria longan (hojas, Litz, 1988), Musa spp. (rizoma,
Novak et al., 1988); Ceratozamia hildae (hojas, Litz et al., 1995).

Durante los Ultimos veinte afios, las técnicas para el cultivo in vitro de células y tejidos
han tenido grandes avances en el conocimiento de las plantas y un enorme desarrollo,
sobre todo en el area de micropropagacion, lo que hace posible aplicarlas virtualmente
a todas las especies vegetales, con lo que se ha encontrado solucién a problemas en
las industrias quimico-farmacéuticas y sobre todo en la agricola y horticolg, y
recientemente en la conservacidn de genotipos y especies amenazadas (Misttreta,
1994; Fay, 1994). Entre los grupos vegetales con mayor potencial por estudiar y

aprovechar se encuentra |a familia de las Lamiaceae.

11 Cultivo de Tejidos Vegetales en la Familia Lamiaceae

El cultivo de tejidos de especies de ssta familia se ha realizado basicamente por
el interés de lograr jn vitro distintos metabolitos secundarios (Tabla 4), ya que muchos
de ellos tienen entre otras, una aplicacion en fa industria farmacedtica, alimenticia, de
perfumes, cosmélicos y de inseclicidas.
Mele et al. (1992) lograron {a micropropagacion de Ajuga reptans para la obtencién de

equisteroides.
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Tabla 4. Cultivo in vitro de Labiadas (Labiatae)

y 3 nudos

Especie Explante | Mediode | Reguladores Respuesta Referencia
Cultivo Crecimiento in vitro
1. Colaus Hojas MS B8A (21 mgh) + Evaluar toleran- |Ibrahim et al., 1992
blumet HAA (1 mgfl) cia al NaCl
2 Coleus Apices de MS + BA (2 mgn) Produccién Sen et al., 1992
forskohlii tallo y raiz w de forskolin
hipocétilo
3. Goleus Segmentos MS IAA (1.0 mgA) + Reg. plantulas |Sharma et al., 1992
forskohlii nodalas K (2.0 mgN) Prod. forskolin
4. Lavandula Tallos MS 2,4-D (9 mgn) + Pigmento azul  [Banthorpe etal,
anguslifolia NAA (0.5 mg/) + téxico para 1990
leche coco (10% viv) | Cladosporium
herbarium
5. Lavandula Cotiledonas MS 2,4-D (0.34 uM) Regeneracién  |Jordan et al., 1990
}__ulatilolia IAA 0 NAA (0.60 uM)
6. Mentha Nudos MS IAA o NAA Regeneracién  |Kukreja et al,, 1991
arvensis {0.5-2.0-3.0mg/) | mayor produccion
+ BAP (2.0-3.0 mg/) de acoites
esenciales
7. Mentha Brotes Raices trans-  Cultivos axénicos Produccion de  |Spencer et al.,
citrata formadas con monoterpenos  |1993
Agrobactenum
tumefaciens
8. Mantha Hojas K (0.5 mgn) Regeneracién |Nadaska etal,,
pipenta pléntulas libres 11990
de roya
9. Mentha Apicas BS BAP Produccién  |Hirata et al,, 1950
spicata y MS (0,002,02y2ppm)| monoterpenes
Tiamina NAA (2,4 ppm)
10 ppm
10. Qcimum Tallo MS K (0.5 mgh) + Sintesis y Banthorpe et al.,
basilicum NAA (1 mgh) acumulacién {1986
Terpenoides
11, Salvia Tallo 2,4-D(1mgh) + Sciareol Banthorpe et al,,
sclarea K(Q.1 mg/i} inhibe roya 1990
Callo NAA (1 mgn) +
BA (5 mg/h)
12, Salvia Células en MS 2,4-D (0.1 ppm) + | Influencia nutrien- [Miyasaki et al.,
milthiorrhiza | suspensién K (0.1- 1 ppm} tes en prod. de  |1987
Cryptotanshinone
y Ferruginol
13. Selvia Hojas MS 24-D(0.2mgn)+ Metabolismo de |Falk et al., 1990
officinalis Calio K (1 mg) monolerpenos
14, Thymus Apices MS IAA (2.8 pM) + Micropropagacion [Saez et al,, 1994
piperslia 1yema aplcal| modificado BA (6.6 |M)
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Webb ot al. (1984) a partir de callo generado de tallos lograron brotacién mlltiple de

Lavandula angustifolia y L. officinalis y la produccién de monoterpenos, en MS+ 10%

leche de coco+ BA 20mg/t; también el establecimiento de cultivos n vilro de tallos de |..
anqustifolia en MS+2,4-D 6 my/l 0 ANA 0.5 mg/l+K 0.1 mg/i+10% leche de coco, se
utilizé para lograr la produccion de un pigmento azul tOxico para Cladosporium
herbarium (Banthorpe gl al., 1990). Utilizando células en suspension en MS+2,4-D
9mM y K 0.4 mM de L. angustifolia_se obtuvo la reduccién de monoterpencs a sus
respactivos alcoholes (Lappin et al., 1987).

Cultivos de tatlos de Ocimum basilicum en MS+K 0.5 mg/I+ANA 1mgll fueron utilizados

para la obtencion de thymol y linalool (Banthorpe et al., 1986).

Banthorpe st al. (1990) establecieron cultivos de tailo de Salvia sclarea en MS+2,4-D

1mg/1 0 ANA Img/l+K 0.1 mg/l para obtener diterpenos y un inhibidor de hongos de la
roya.

t al. (1987) exploraron el efecto de los nutrientes en la produccion de

Miyasaki

cryptotanshinone y ferruginol en cultivos de rafces de Salvia miltiorrhiza.

Sharma et al. (1991) utilizaron cultivos de nudos en MS+K 2mg/l+ AlA 1mg/t para
regenerar plantas de Colsus forskohlii y producir forskolina.

Salvla elegans, especie endémica, cuyas poblaciones han sido severamente
disminuidas, sobre todo en el Valle de México y en varios estados del pals, podra en
poco tiempo siluarse en la calegoria de amenazada; de ahi que el cultivo de tejidos
tiene una implicacion direcla a través del establecimienio de una metodologia de
micropropagacion como una medida que puede ser aprovechada para la conservacion
de su germoplasma.

Conbase en fo anterior, en el presente estudio se plantea el siguiente objetivo.

28



il OBJETIVO

Establecer las condiciones experimentales que permitan la regeneracion in vitro de

Salvia elegans Vahl. a partir de tejidos de piantulas y plantas maduras.

il MATERIALES Y METODOS

1 Material Bloldgico

Se utilizaron como fuente de explantes: a} plantas adultas del campo asi como
de un individuo que se extrajo de su habitat para ser plantado en un sitio protegido. De
éstas se emplearon: semillas maduras, dpices, nudos y entrenudos (tallos), hojas,

raquis e inflorescencias; y b) de plénlulas germinadas in vilro: dpices, nudos y

enlrenudos (tallos), hojas y ralces. Las plantulas regeneradas a su vez sirvieron como
fuente de explantes (Diag 1). Los explanies se denominaron "maduros” y "jévenes"

respectivamente.

2 Desinfeccién y Siembra de Semillas
Semillas maduras colectadas en Ios meses de diciembre a febrero, meses en

que acurre la floracidn y fructificacién de Salvia elegans, siguieron tres vias alternativas

para promover su germinacion; la primera consistio en utilizar un lote de 332 semitlas
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que fueron lavadas en agua corriente con detergente liquido y escarificadas

sumergiéndolas en &cido sulfarico (H,SO,) durante 15 segundos, posteriormente se

enjuagaron 3 veces con agua destilada esterilizada y se remojaron durante 24 h en
acido giberélico (GA3) 1mg/l, 27£2°C. Previo a la siembra se desinfectaron
superficialmente sumergiéndolas en etanol al 70% (v/v) durante 2 min seguido de 3
enjuagues con agua destilada esterilizada. Se introdujeron en hipoclorito de sodio
(NaOCl, 6% de cloro activo) 25% (viv) con 2 gotas de Tween 80 por cada 100 ml de
solucién en agitacion constante durante 30 min. En condiciones asépticas se¢
enjuagaron 3 veces con agua destilada esterilizada y se sembraron en medio
Murashige y Skoog (MS) sin reguladores del crecimiento {Diag 2) (Apéndice 1).

La segunda via comprendio un lote de 868 semillas las cuales se desinfectaron
superficialmente en la misma forma que el lote anterior y se sembraron en medio MS
sin reguladores del crecimiento.

La tercera opcién consistio en colocar, después del proceso de desinfeccion, 700
semillas en "frascos germinadores” estériles con algodén humedecido en agua
destilada esterilizada. Se sembraron de 10 a 20 semillas por frasco, procurando
distribuirlas homogéneamente. Todos los frascos se sellaron con ega-pack y se
rotutaron. Las condiciones de incubacion en los tres métodos fueron 274+2°C, 16 h luz y

1000 lux.

Después de casi 1 mes de cultivo, las plantulas obtenidas se pasaron a medio

Lilz (Litz, 1988) (Apéndice 2) adicionado con Kinetina (K) 1.5 mgil.

Para conocer el comportamiento de las semillas bajo condiciones de oscuridad, se

utitizaron 3 frascos con medio MS conteniendo 20 semillas cada uno y 3 frascos
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“germinadores con algodon” con el mismo numero de semillas. La germinacion en el
medio MS fué de un 80% mads baja que las cultivadas en presencia de luz, y de un 40%
mas baja en los “germinadores con algodon”. Las plantulas presentaron un tallo
alargado, débil y etiolado, y al ser subcuitivadas se observo un crecimiento lento por lo

que no se continud con su cultivo.

3 Desinfeccidn y Siembra de Explantes de Plantas Adultas y Plantulas Generadas
In vitro

De individuos adultos, se aislaron los siguientes tipos de explantes "maduros™
aplces (10-15 mm), nudos con o sin hojas (8-10 mm), tallos con o sin nudos (10-
20mm), hojas de 35 x 256 mm (que fueron seccionadas en 2 y 4 partes); también se
colectaron Inflorescencias y el raquis fué segmentado en porciones de 20 mm que
llevaba un par de yemas florales (Lamina a).
Las secciones de la planla adulta fueron sometidas al siguiente proceso de
desinfeccidn: fragmentos maduros recién cortados fueron tavados con agua corriente y
detergente liquido durante 5 minutos, posteriormente se realizaron 3 enjuagues con
agua destilada esterilizada, se desinfectaron con elanol al 70% (v/v) durante 15
segundos en agitacion constanle, posteriormente se enjuagaron tres veces con agua
destilada esterilizada, después se desinfectaron, 10 min en agitacién con hipocforito de

sodio (NaOCI, blangueador comercial) 10% (v/v} con dos golas de Tween 80 por cada
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100 ml de solucién. Bajo condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar, se
enjuagaron con agua destilada esterilizada y se procedio a obtener los explantes. Los
cortes se hicieron con un bisturt y dentro de una caja de pelri estéril, humedecida con
agua destilada esterilizada; con pinzas de diseccion se introdujeron los explantes a los
frascos conteniendo el medio de cultivo (Diag.3).

Asimismo de plantulas de 3 a 5 cm de allura obtenidas después de 4 a 7
semanas a partir de semillas germinadas in vitro, se disectaron asépticamente para
obtener distintos tipos de explantes "jovenes": apices (5-10 mm) generalmente con 2 a
4 hojas y primordios foliares, nudos (3-5 mm) con 2 hojas, tallos con o sin nudos (3-8
mm), hojas (3-5 mm) y raices (20-40 mm). Los explantes, tanfo jovenes como
maduros, se sembraron en medio Litz adicionado con 96 combinaciones diferentes de
Kinetina (K) y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Tabla 5). Se sembraronde 2 a 5
explantes por frasco de acuerdo al tamafio, de 8 a 10 frascos por fratamiento y el
experimento se repitidé un minimo de 2 veces, los cultivos fueron incubados en una
camara de crecimiento a 27+ 2°C, 16 h luz y 1000 lux. Se seleccionaron {ambien 3
frascos con medio MS y combinaciones de K/2,4-D y se incubaron a la temperattira
antes referida pero bajo condiciones de oscuridad con el objeto de explorar su efecto

en la inducclén de callo. Se realizaron observaciones periédicas cada 8 y 15 dlas.
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Tabla &5 Combinaciones de KR2,4-D empleadas para promover respuestas
morfogenéticas en explantes jovenes y maduros de Salvia elegans

2,4-D

-

K | ojos|[ 1] 2]3]a]s] 6] 7] 8] 9]10
(mgfl)

{mg/l) .

0.0

0.5

1.0

1.5
2.0

3.0

4.0

5.0

4 Trasplante

Las plantulas obtenidas in vilro provenientes de ia germinacion asi como las
plantulas provenientes del cultivo de explantes disectados de la planta madura, ambas
subcultivadas en medio Litz + K (1.5 mg/l) siguieron tres vias: 1) algunas plantulas se
utilizaron nuevamente como fuenle de explantes. 2) otras se subcultivaron en medio
Litz con altas concentraciones de K (2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 y 5 mg/l) y 3) aquéllas que se
somelieron a un proceso de aclimatacion en suelo, en el que las pléntulas fueron
sacadas de los frascos de cultivo, sus raices se lavaron con agua corriente y las
plantulas se colocaron en vasos de poliurelano con suelo, consistente éste, en dos

partes de tierra de hoja y una parte de tierra negra, allamenle hidratada pero evitando

Ja saturacion.
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Estos vasos fueron cubiertos con bolsas de plastico y se mantuvieron en la
camara de crecimiento. Graduaimente las bolsas fueron levantadas hasta que las

plantas quedaron completamente expuestas a las condiciones del cuarlo de cultivo.

5 Cultivo en Suelo de Semillas, Apices y Nudos de Plantas Aduitas

Se sembraron 30 semillas en el sustrato natural de una de las poblaciones del
‘Desierto de los Leanes”, provenientes de individuos de esta poblacin.
Asimismo, en condiciones de "cielo abierto" en charolas con suelo coleclado de una
localidad del "Desierto de Los Leones” se sembraron 30 semillas maduras,
procedentes de un individuo adulto in situ, asi como apices y nudos disectados del
individuo transferic‘io. Se plantaron dos lotes: uno de 15 apices y 15 nudos con una
cubierta para mantener una alta humedad y otro lote de 30 apices y 30 nudos sin
proteccidn. En todos ios casos los explantes se seleccionaron de acuerdo a su
apariencia; inmaduros, verdes, sin perforaciones ni decoloraciones y se les
proparcioné un riego diario, Estas siembras se realizaron en fos meses de febrero-abrif,

y en mayo-junio cuando se observaron nuevos brotes en fos individuos de las

poblaciones naturales asi como en la planta fuente de los explantes, posiblemente

producto de la propagacion vegetativa.
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IV RESULTADOS

1 Cultivos de Semillas in vitro

De un total de 1900 semillas sembradas asépticamente en medio MS y en
germinadores de algoddn, durante diciembre (1989). enero y febrero (1990), febrero
(1992), después de dos meses de cultivo en total garminaron 285 semillas (15%), se
contaminaron 100 (5.26%) y 1518 (79.8%) no germinaron.

El porcentaje de germinacién fue bajo en general, sobre todo en las semillas
sembradas en medio MS {2.9%); este porcentaje se incrementd ligeramente en las
semillas escarificadas (4.5%) y fué mas significativo en las semillas sembradas en
germinadores de algodén (34.8%). En relacién al liempo, el mayor porcentaje (61.7%)
se observo entre los 10 y 20 dias, disminuyendo éste (30.2%) entre tos 20 y 30 dias

hasta caer al 8.1% en el Gitimo mes (30 y 60 dias) (Tabla 6).

Tabla 6. Germinacién in vitro de semillas de S. elegans en medio a) Murashige y
Skoog (1962) (MS), b} previamente escarificadas* c) en germinadores con algodon y
agua destilada. 27 + 2 °C, 16 h luz, 1000 lux.

a) Medio MS b) escarificacion® y ' ¢) germinadores
__SembraenMS | |
Tiempoen No. semillas | (%) No semillas | (%) = No semillas ] (%)
dias germinadas _germinadas _____germinadas 7
10-20 131332 39 163,700 | 232
20-30 26/868 29 ] 60/700 85
30-60 2/332 062 ‘ 211700 30
!
Tolal semillas| 26 1% | T2
germinadas

*Escarificacion con H,50, concentrado 15 s, inmersion durante 24 h en GA; 1 mgll.
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El hecho de que las semilias germinaran en un menor porcentaje en medio MS
(con o sin pretratamiento en GA;) puede indicar que el agua es menos disponible en el
medio al encontrarse inccrporada a un gel, en tanto que en los germinadores con
algoddn, ésta se encuentra mas disponible y es posible que se forme una pelicula de
agua que cubra a la semilla favoreciendo ia imbibicidn asi como la germinacion.
También se observo que durante el proceso de desinfeccion, al ser colocadas las
semillas en hipoclorito de sodio, éstas liberaron y se rodearon de un mucilago que
podemos considerar hidrofilico y que quiza podria cumplir en el ambiente natural con la
funcién de captar agua y mantenerla disponible durante la germinacion. Otro heche
notorio en los ensayos de germinacion fue que el GA, a la concentracion utilizada y por
el tiempo empleado no promovié la germinacion, ain cuando se considera que las
giberelinas son necesarias para iniciar la germinacion (Bidwell, 1990). Los resuitados
parecen indicar que un lote de semillas se presenta quiescente (15%) en tanto que otro
se mantuvo latente (79.7%) bajo las condiciones ensayadas.

El mayor porcentaje de contaminacion se presentd en las semillas que se
sembraron en MS (7.4%), seguido de las que se colocaron en los germinadores (3.7%)
y por dltimo las semillas que fueron previamente escarificadas (2,7%).

Se explord someramente la condicion de los embriones y se cultivaron in vitro
para observar su respuesta; de 25 semillas maduras disecladas, 6 contenian sus
tejidos internos totalmente secos y necrosados, 19 embriones fueron sembrados en
medio MS y sélo 7 de éstos germinaron en forma incipiente y acabaron por necrosarse

a las tres semanas. Es probable que el medio de cultivo y/o la manipulacion in vitro
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hayan causado danas en algunaos de estas embrianes, y por |o tanto se preésentaran las
bajos niveles de germinacion anteriormente mastrades. Asimismo fue posible detectar
anomalias existentes en las estructuras reproductoras, la observacion y diseccion de
estas semillas bajo el microscopio estereoscopico evidencid una alta incidencia de
ovulos atrofiados. Generalmente de 4 dvulos contenidos en el cliz residual, de 1 a 3
se encontraron atrofiados. Al realizarse el conteo de semillas provenientes de 71
calices solo se abtuvieron 82 (25%) de 284 semillas posibles (Lamina b)

Durante el primer mes de cultivo, las plantulas germinadas en medio MS se
abservaran con un tallo alargado, delgado, de 2 a 3 cm de longitud, hialino a verdoso
con 2 pares de hojas opuestas, su raiz era menor a 1 ¢cm de longitud, escasamente
ramificada.

Las pléntulas en los germinadores de algodén fueron menos verdes, sus tallos
etiolados muy alargados pero curvandose hacia abajo y un par de hojas opueslas mas
pequefias que la abservadas en las plantulas en medio MS, lo que puede ser definido
comao una condicion débil, pasteriormente algunas se marchitaban y necrasaban.
Tabia 7. Plantulas obtenidas a partir de semillas germinadas in vitrg de $. elegans en

medio a) Murashige y Skoog (1962) (MS), b) previamente escarificadas, c) en
germinadores con algodon y agua destilada. 27 + 2 °C, 16 h luz. 1000 lux.

Medio No. de No. de (%) Aspecto
plantulas plantulas

germinadas | contaminadas

al subcultivo en

a)MS 26 0 0 robusto
b) MS 15 0 0 robusto

c) Germ 244 98 411 débil
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No obstante que inicialmente ocurri6 la contaminacién de algunas de las
semillas colocadas en germinadores (3.7%), al subcultivarse las plantulas germinadas
en medio MS + K (1.5 mg/l}, la contaminacién se incrementd considerablemente
{40.1%){Tabla 7).

Una posible explicacion de ello es que los microorganismos estuvieron presentes en el
interior de la semilla pero en un ambiente (agua destilada y algoddn) carente de
suficientes nutrientes para proliferar.

Esta idea encuentra soporte en los trabajos de Dale, 1979; Lane, 1979;
Anderson, 1980; James y Thurbon, 1981 (citados por Hu y Wang, 1983) en los cuales
para defectar y pronto desechar cultivos contaminados, adicionaron a sus medios
compuestos organicos, tales como hidrolizado de caseina, extracto de levadura y
peptona.

Las plantulas provenientes de las semillas pretratadas con GAs y sembradas en
MS, asi como las plantulas de semillas sembradas en MS, después de casi 1 mes de
cultivo se pasaron a medjo Litz con K (1.5 mgfl). Este cambio se realizé al considerarse
qus el establecimiento aséptico de los cullivos y de las primeras elapas de desarrollo
de las plantulas podia ser soslenido por el medio MS, que presenta una compasicion
menos rica y menos compleja que el Litz el cual ha apoyado la oblencién de cullivos

morfogénicos de especies con poco potencial regenerativo como son las cicadas (Litz

et al., 1995),
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Al cabo de 15 dias en el medio Litz con K (1.5 mg/l), presentaron el desarrollo de
yemas axilares y algunas yemas adventicias, los tallos se engrosaron, las plantulas
alcanzaron de 3 a 5 cm allura y presentaban de 3 a 6 nudos (L.amina d).

Fue posible observar que en aquellas pléntulas provenientes de Litz + K (1.5
mg/l) y subcultivadas nuevamente a medio Litz con distintas concentraciones de K (2,
2.5, 3, 3.5 4,45y 5mg/l), se rompid la dominancia apical, lograndose nuevos brotes
fundamentalmente a partir del desarrolllo de las yemas axilares y la formacion de
yemas adventicias {(en menor grado de brotes que emergian de la base de! tallo, zona
de la corona).

Los mejores resultados se obtuvieron en las concentraciones de kinetina 2.5, 3.0
y 3.5 mg/l, en lo que se refiere al nimero de individuos que presentaron brotacion
multiple asi como al nimero de brotes por plantula (Tabla 8).

Al utilizar concentraciones mas altas (4.5, 5.0 mgfl) las plantulas adquirieron un
aspecto de marchitez y cesd su crecimiento, sin que hubiera brote alguno,

posteriormente se necrosaron,
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Tabla 8. Desarrollo de brotes adventicios en plantulas in vitro de S. elegans a los 60
dias de iniciados los cullivos en medio Litz adicionados con diferentes concentraciones
de K e incubadas a 27 £2°C, 16 h, 1000 jux.

Kinetina N/P (%) No. de arigen % necrosis %

ma/l brotes corona nudo

2.0 4i24 166 1-2 45 55 0
25 13/24 54.1 3-5 40 60 0
30 14/24 58.3 35 10 90 0
35 10/24 418 1-3 0 100 0
4.0 8/24 33.3 2-4 0 100 4
4.5 2/24 8.3 1 0 100 10
5.0 0124 0 0 0 0 18

N Numero de plantulas que generaron broles axilares y adventicios

P Numero total de pidntulas ensayadas
Las plantulas obténidas en medio MS y después subcultivadas a Litz (con K + 1.5 mg/l)
constiluyeron la fuente de los ‘explantes jovenes” que a su vez llegaron a formar

nuevas planiulas y sirvieron para repetir el procedimiento a lo fargo de tres afios.

2 Cuitivo in vitro de Explantes Maduros y Jévenes

De los cultivos establecidos en las 96 combinaciones hormonales de Ki2,4-D en
medio Litz, se obtuvo callo y la regeneracion de plantulas.
a) Callo
Una de las respuestas morfogenéticas que se manifestaron fue la formacion de callo, la
cual de manera general fué lenta, escasa, limitada por la oxidacion y en menor grado
por la contaminacion, ademas fue erratica pues no se establecio una clara correlacion
entre el tipo de explante y las concentraciones hormonales (Tablas 9, 10 y 11). Se

presentaron varios tipos de callo que se caraclerizaron por ser {riables con un color
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crema (24.2%) y en algunos casos verdes (10.4%) y verde cremoso (10.4%), poco
friables, de un color crema-pardo (13.8%) y compactos de color blanco con trazas
grises y completamente gris (17.2%), asi como compactos y de color pardo (17.2%) y
blanco pardusco (6.8%) (Tabla 11).

Los explantes tomados de plantulas in vitro, tuvieron una mayor capacidad de
respuesta y el callo formado permanecio mas tiempo sin oxidacion.

Se abservo que en las hojas (H,h) el més alto volumen de callo (aprox. 3 cma)
se formd en el tratamiento (K/2,4-D) 2/6, para explantes maduros (H) y de 0.5/3 para
los explantes jovenes (h) este fue de aspecto friable y verde en H; friable cremosos asi
como también compactos grisaseos en h y presentaron menos oxidacion. En algunos
casos se observd en estas estructuras la formacion de ralces en la concentracion 0/1.
El enraizamiento en hojas ha mostrado tener un efecto antisenescente y se obtiene in
vitro al utilizar bajas concentraciones de citocininas (Chibnal, 1939, citado por Jacobs,
1979). Sin embargo, en el presente trabajo, esta respuesta morfogenética se obtuvo
con 2,4-D; esta condicidn también fué observada en hojas de Prunus (Osborne, 1959,
citado por Jacobs, 1979) (Ldmina e).

En los tallos (T,t) la produccién de callo fué muy escasa tanto para explantes
jovenes como para los maduros, en general |os callos fueron compactos de color gris y
algunos pardos por la oxidacion de los tejidos (Tablas 9, 10 y 11).

El raquls floral (R) formd callos pequefios, poco friables asi como también
compactos, de color pardo y limitado crecimiento, Un hecho notable fue que algunas de

las yemas florales presentaron antesis in vitro (Lamina f).



Finalmente en la raiz (r), la formacidn de callo fué mas lenta (aprox. 35 dias), la mayor
cantidad se obtuvo en la concentracién de 3/1, (Tablas 9, 10 y 11). Se formé un callo
relativaments friable de color crema 8l cual se distribuyé a lo largo de las extensiones
radiculares.

A partir de la raiz se formé 1a mayor cantidad de callo y permanecid mas tiempo sin
oxidacién que an el resto de los cultivas (aprox. 45 dias). También se formé callo pero
en menar valumen en fos tratamientos 3/2 y 5/10. La oxidacidn de la raiz en esta Gltima
concentracion ocurrié desde la siembra del explante.

De acuerdo a los resultados, la produccién de calio estuvo influenciada por el
origen, el tipoy el. estado fisiologico del explante, el medio de cultivo y las condiciones
de incubacion ya que ningin explante se desdiferencié en condiciones de ascuridad,
asl como tampoco se observd praceso morfogenético alguno en callos ya formados.

Desde el punto de vista morfogénico, la caracteristica mas importante del calio
as la tolipotencialidad de sus células, ya que en general con un manejo adecuado de
las condiciones nutriclonales, harmonales y ambientales, pueden lograr (o manifestar)
la capacidad de desarrollar brotes, raices, embrionss, y llegar a formar pléntulas
completas, sin embargo inducir su capacidad morfogenética (expresion de la
tolipotencia) puede representar un serio problema. Fossard et al,, 1974 (citados por
Barba, 1987) probaron 175 combinaciones de fitorreguladares y no promovieran
respuestas morfogenéticas. Ojima y Ohira (1978) sefalan que el establecimiento de
cultives de tejidos de distintas especies no se ha logrado, o como reporta Ammirato

(1989) ha sido muy dificlt tratar de lograr a satisfaccion objelivos particulares, por
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Tabla 9, Formacion de callo (+) y regeneracion in vitro a partir de secciones de
plantas maduras de S. elegans (1).

K 2,4-D (mgM)
mghfoJos[ 1 J2] 3 4] 5] 6 J7]8]¢9
0 H+ H+ | H+ | H+ | | |
H+ H++
056 R+ H+ T+
1 B R H++{ T+
H+
AN
1.5
2 H++s N
H+ | R++ o T+ | H+++
3
4 H +
5

A = Apice; H=hoja; N=nudo; R=raquis floral; T =
entrenudo con o sin nudo

A, N = regeneracién de pléntulas a partir de dpices y
nudos

(1) Resuitados entre losdias 9 a 35, en medio Litz, 2742 °C, Folop. 16 h,
1000 lux.
+.  menoroiguala05cm’
volumen de callo ++* de06a2.5cm’
+++  mayora2.5cm’



Tabla 10. Formacion de callo {+) y regeneracion in vitro a partir de secciones de
plantulas de S, elegans (1).

K 2,4-D (mgli)
(mg/)} 0 ] 05| 1 2 | 3 t4]|s|[e6|7]8]9
0
h+ h+
0.5 t+ | h+ h +++
1
t+ h+
15 1an|
2
h++
h+
3 t+ | h+ [r+tsed]| 14 h+

a = dpice, h = hoja, n = nudo, r = ralz, t = entrenudo con o sin
nudo

a, n = regeneracion de plénlulas a partir de apices y nudos

(1) Resultados entre los dlas 9 a 35, en medio Litz, 2742 °C, Fotop. 16 h,
1000 |ux.
+:  menoroigual a0.5cm’
volumendecallo +++ de06a25cm’
+++:  mayora25cm’
++++: igual o mayor a3 cm’



Tabla 11. Produccién de Callo a partir de Secciones de Pldntulas in vitro y de
Plantas Adultas de S. elegans (a).

Explante | Longitud| K/2,4-D N/Exp Volumen|  Caiio Color
A (mm) | mgn* | (%) (em’)
Pléntula
05/3 | 14/120(11.6)| +++ Friable Crema
hoja 5.10 2/6 11/120(9.1) ++ Compacte Grisaceo
4 | 6/120(5.0) + Compacto Grisacea
0.5/0 1/40 (2.5) + Compacto Gris
tallo 1/0 3/40(7.5) + Compacto Gris
5-10 30 | 2/40(5.0) | + Compacto Gris
31 9/32(281) | ++++| Friable Crema
raiz 16-25 3R 2/23(8.6) + Compacto | Blanco grisaceo
5110 1/18(5.5) + Compacta | Blanco grisaceo
Planta Aduita
2/6 |62/240(258) +++ Friable Verde
Hoja 15-25{ 3/6 32/240(13.3)] +++ | Pocofriable| Cremaso verde
14 | 18/240(7.5)| ++ | Compacto |Blance Pardusco
1/5 4/60 (6.6) + Poco friable | Crema Pardusco
Tallo 8-12 | 0.5/6 3/60(5.0) + Compacte Pardo
3/5 2/60(3.3) + Campacto Pardo
Raquis | 12-156) 3/ 3/24(12.5) ++ | Poco friable | Crema Pardusco
Floral 0.5/3 1/24{4.1) + Compacto Pardusco

{a) = Resullados a los 60 dias de Iniciados, medio Litz, 27 + 2 °C, Fotop 16 h, 1000 lux
* Seindican los mejores tratamientos bajo las condiclones de cultivo ensayadas.
N: Explantes que respondieron
Exp: Nimero total de explantes
+*menor o lgual a 0.5 e’
++.de0.6a25cm’

++ +:mayor a 2.5 cm’®

++ + 4 Igual o mayora 3 cm’




ejemplo en cereales y pastos, plantas lefiosas, algunas leguminosas y cullivos
tropicales recalcitrantes y la forma en que se ha tratado de resolver este reto
experimental es a través de una prudente eleccion del tipo de explante.

Asi por ejemplo, los explantes jévenes presentaron una mayor capacidad para
formar callo con bajas concentraciones de los reguladores del crecimiento, lo cual es
una ventaja (menos costosa) en los procedimientos en el laboratorio, pero por otro
lado, por ejemplo la formacién de callo a partir de hoja de planta madura requirié allas
concentraciones de 2,4-D (6 mg/l) lo que pareci¢ indicar canlidades muy bajas de
auxinas enddgenas en este explante 0 que requirié cantidades muy altas para lograr su
desdiferenciacion, pero a cambio de esto la presencia de clorofila en el callo formado
hace a la hoja, un explante con posible potencial para la produccion de metabolitos
secundarios, pues se ha encontrado que las reacciones dependientes de los
cloroplastos (que se realizan en ellos, o al menos parcialmente) son unpa parte
necesaria en las rutas metabdlicas en la biosintesis de algin compuesto (Zenk, 1978;
De Lucay Cutler, 1987).

Las combinaciones y concentraciones de los reguladores del crecimiento fusron
capaces de inducir la formaci6n de callo en los lgjidos de los diversos explantes (ralz,
talio, hoja y raquis floral) (Lamina g) perc no su crecimiento y cultive prolongados. La
oxidacién y la contaminacion incidieron predominantemente scbre los explantes
maduros (hojas, raquis y tallos). El hecho de que requirieran de 2,4-D en altas
concentraciones puede asociarse a lo sefialado por Rabechault y Martin, 1976 (citados

por George y Sherrington, 1984) que encontraron que las hojas jévenes constitulan los
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mejores explantes, pero la extension de la oxidacion de éstas, estaba en funcion de la
presencia de auxinas en el medio.

La oxidacion fue un factor detlerminante en la falta de respuesta de los
explantes, presentandose la necrosis durante los primeros dias a partir de la siembra.
Es posible que la esterilizacion superficial de los explantes, en la forma en que se
realiz6, acelerara la oxidacion, sin embargo, esle proceso debio hacerse pues una
menor concentracion del desinfectante o un menor tiempo de exposicion al mismo, no
impidieron a contaminacion de casi lodos los explantes.

b) Regeneracion

La regeneracion ocurrid sdlo a partir de apices y nudos tanto de los explantes
maduros de la planta ex situ, como de los jovenes (piantulas in vitro), en la
concentracién 1.5/0, y fué a partir del desarrollo de yemas axilares, de |a formacion de
yemas adventicias y el enraizamiento de los apices (Tablas 9 y 10). Por otro lado, la
falta de respuesta de apices y nudos provenienles de |a planta madura en campo se

debid fundamentalmente a la contaminacidn y en menor grade a la oxidacién ya que

esta ultima se vid favorecida por el proceso de desinfeccion.

De acuerdo a George y Sherrington (1984) la morfogénesis directa algunas
veces depende del uso de compuestos especificos, particularmente citocininas y podria
ocurrir s6lo en un rango muy limitado en las concentraciones de la suslancia
reguladora del crecimiento, como ocurrié en el presente estudio.

El uso del medio MS y la kinetina son dos factores que se han ulilizado en

diversos cultivos de especies de Lamiaceae con el objeto de inducir regeneracion de



individuos, asi como la obtencién de metabolitos secundarios in vilro; hojas, Mentha

piperita (K 0.5 mg/l, Nadaska et al., 1990), Salvia officinalis (K 1 mg/l + 2,4-D 1 mg/,

Falk et al., 1990); hojas, apices de Mentha spp. (K 0.2 mg/l + 2,4-D 1 mg/l, Charlwood y

Charlwood, 1983), Salvia sclarea (K 0.1 mg/! + 2,4-D 1 mg/l Banthorpe et al,, 1990).

Los cultivos de apices y nudos maduros presentaron cierlas diferencias respecto
a los cultivos de estructuras jovenes. Los tejidos de la planta adulta respondieron en un
tiempo mas corlo y Jas plantulas resultantes fueron mas vigorosas, contaron con un
sistema radicular muy desarrollado y de répido crecimiento.

En cambio apices y nudos jdvenes presentaron una mayor capacidad de
regeneracion de nuevos individuos.

Tanto en los explantes maduros como en los jdvenes, el mayor porcentaje de
regeneracion se observa en los cultivos sembradas durante mayo y junio.

Los primeros resultados de los explantes jovenes, sembrados duranie febrero-
marzo se observaron a partir del 90. dia y el mayor numera de respuestas ocurrid entre
los 15 y 35 dias, en cambio los explantes sembrados en mayo-junio respondieron entre
los 24 y 28 dias para explantes jovenes y entre 12 a 30 dias los explantes maduros.
Los apices continuaron su desarrollo cuando los entrenudas se alargaron y extendieron
hojas nuevas, en tanto que en los nudos aislados se desarrollaron las yemas axilares
(Ldmina c).

La presencia de raices en apices y nudos acurrié dentra de las primeros 10 dias,
mientras que en un nitmero menor de explantes aparecieron tardfamente, a partir del

decimoquinto dia. Esta rapidez en la respuesta ocurre en cultives de otras especies por
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glemplo, en callos de tabaco se formaron meristemoides entre los 8 y 14 dias que
dieron origen a brotes (Thorpe, 1978). Altman y Goren, 1974 (citados por Hu y Wang,
1983} estudiaron el tismpo requerido para la brotacion in vitro de las yemas disecladas
de Cilrus, y encontraron que tanto los periodos de latencia como de brotacion de las
yemas in vitro correspondian con los periodos nalurales acurridos bajo condiciones de
campo. Asimismo, von Arnold y Wallin (1988) sefialan que el tiempo para la diseccion
de los explantes es un factor clave para su establecimiento, sobre todo con especies
Jenosas que cumplen etapas de crecimiento, por lo que la mejor estacion para iniciar
sus cultivos es en primavera que coincide con la germinacion de yemas,

En 8. eleqans en los dos periodos de siembra (febrero-abril y mayo-junio) de los
explantes jovenes, los apices luvieron los porcentajes de regeneracion mas altos,
68.4% durante el primer periodo y 74.2% durante el segundo, en tanto los nudos
aicanzaron el 54.1% y 72.3%, respactivaments. En cambio los de la pianta adulta
fuvieron un porcentaje de regeneracién en ambos periodos de cullivo de 35.8% y
53.1% en los Apices y de 19.6% y 46.2% en los nudos (Tablas 12 y 13).

Por otro lado la contaminacion microbiana, en los explantes jovenes, cuando
ocurrié, se debid a deficiencias en la manipulacion aséptica y fue de 6.5% en apices y
de 18.8% en nudos, durante la primera etapa de cultivo y disminuyd para ambos tipos
de estructuras en la segunda etapa 5.7% en apices y 6.5% en nudos. Sin embargo,
para los explantes maduros fue una gran limitante para el establecimiento de cultivos

aseplicos, principalmente en los explantes sembrados durante los primeros meses del
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ano, fue de 34.6% para éapices y 52.9% para nudos, y resulto menor en los meses de

mayo y junio de 28% en apices y 33.7% en nudos (Tablas 12y 13).

Tabla 12. Regeneracion in ___q de S. elegans a partir de secciones de tallo (nudos y
apices)de planiulas y plantas maduras durante febrero-abril, sembrados en
medio Litz + K (1.5 mgfl), 27 £ 2°C, 16 h, 1000 lux.

EXPLANTE | LONGITUD N/EXP | (%) | CONTAMINADOS | OXIDADOS
JOVEN {mm) (%) (%)
apice 5-10 63/92 68 6.5 43
___nudo 3-5 181/334 | 54 18.8 9.2
EXPLANTE
MADURO
| apice 10-15 28-78 35 34.6 14.1
nudo 8-10 531270 | 19 52.9 17.7

Tabla 13, Regenaracion in
nudos)de plant

o de S. elegans a partir de secciones de tallo (apices y
y planfas maduras durante mayo-junio, sembrados en
medio Litz + K (1.5 mall), 27 + 2°C, 16 h, 1000 lux.

EXPLANTE | LONGITUD N/EXP | (%) | CONTAMINADOS | OXIDADOS
JOVEN {mm) (%) {%)
_dpice. | 5-10 26035 | 74 5.7 0
nudo 3-5 89/123 | 72 6.5 4
EXPLANTE
MADURC | =}
apice 10-15 17132 53 28.0 6.2
nudo/ 8-10 ' 37/60 | 46 | 337 12.5

E! mayor numero de brotes se generd a partir de los apices (3.6%) de plantulas
mientras que en nudos fue de 3.4%. El rango de brotes por individuo, en &pices fue de
2 a6,y ennudos fue de 0 a 8 broles por individuo (Tabla 14).

Fue comln observar que aquellos nudos tomados de las partes cercanas al
apice (proximales, 1 y 2 por debajo del dpice) regeneraron mas brotes (49) que
aquelios nudos disectados de regiones cercanas a la raiz {distales, 3 0 mas por debajo

del apice) que solo generaron 29 (Tabla 15).
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Tabla 14. Formacion de brotes a partir de dpices y nudos de piantulas cultivados en
medio Litz + K {1.5 mg/i), 27 £ 2°C, 16 h, 1000 lux.

EXPLANTES NO. DE BROTES PROMEDIO RANGO
JOVENES EXPLANTES FORMADOS
apices 34 123 3.6 2-6
nudos 55 190 3.4 0-8

Tabla 15, Formacion de brotes a partir de nudos proximales y distales, cultivados en
medio Litz + K{1.5mgll), 27 £ 2°C, 16 h, 1000 tux.

EXPLANTES NO. DE BROTES PROMEDIO RANGO
JOVENES EXPLANTES FORMADQOS
nudos 13 49 37 2-3
proximales e
nudos distales 15 29 1.9 4-7

Los resultados con §. elegans concusrdan con lo reportade por Hasegawa,
1979, Hollings y Stone, 1968 (citados por Hu y Wang, 1983) sobre que las yemas
terminales tienen un mayor potencial de crecimiento que las laterales. Hasegawa, 1973
{citado por Hu y Wang, 1883) observd en Rosa que en un mas alto porcentaje, los

apices respondieron desarrollando mas individuos que las yemas laterales,

Sen y Sharma (1991) lograron micropropagar Coleus forskohlii a partir de
apices de tallo. Asi también, Spencer et al, 1993 ulilizaron é&pices de lallo

transformados por Agrobacterium tumefaciens en ausencia de reguladores de

crecimiento, con el objeto de explorar la praduccién de terpenos.
Roest y Bokelmann, 1981 (citados por Hu y Wang, 1983) encontraron
diferencias en el cultivo de nudos de clavel, compararon cultivos de explantes tomados

de la parte superior y la base del tallo y obluvieron una respuesta de 88.6% y 69.8%

respectivaments.
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Por su parte van Altvorst et al

(1995) encontraron en su estudio con clavel, un
gradiente en la regeneracion de brotes adventicios que aumentaba conforme utilizaban
explantes cada vez mas cercanos al meristemo apical, esta misma respuesta

encontraron en cultivos de nudos de Swartzia madagascariensis (Berger y Schaffner,

1995), nudos de Grevillea robusta (Rajasekaran, 1994), dpices de Thymus piperella

(Saez et al., 1994).

A parlir de secciones de tallo de la especie amenazada Chlorophytum borivilianum se

establecio un método de micropropagacién como una medida para evitar su extincion
(Purohit gt al., 1994).

En el medio Litz, con K 1.5 mg/l se generd una plantula por explante, o bien la
proliferacion de hasta B brotes. Esto ofrece la posibilidad de obtener ese mismo
nimero de plantas al repetir el procesa inicial cada 15 y 35 dias. Este resultado podria
no extrapolarse "al infinito" pues se observd que ya en la F7 la regeneracion decay6 en
forma notoria(70%).

Una posible explicacion para esta situacion es que la alta concentracién de
compuestos orgénicos (incluyendo la sacarosa) en el medio Litz, en un momento dado,
tuvo un efecto negativo en los cultivos, tal vez en la saluracion de las vias metabdlicas.
Thorpe (1978) sefala, que el praceso de regeneracion requiere un alto consumo de
energia, y encontrd en cultivas de callo de tabaco que al aumentar la concentracién de
sacarosa hasta 3% (p/v) lograba un incremento en el ndmero de regenerantes, pero al

rebasar este porcentaje la respuesta disminuia. Este mismo efecto se presentaba
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cuando sustituia parte de la sacarosa por manitol (poco o no metabolizable), con lo que
concluyd que esta respuesta era por un efecto osmatico.
c) Oxidacidn

Un problema persistente fue la necrosis de tejidos provocada por la oxidacion,
ésta se presentd con mayor frecuencia en los nudos maduros (17%) que en los jovenes
(9.2%) de la primera etapa, y fue ligeramente menor en la segunda, 12% y 4%
respectivamente, en tanto que los épices sdlo presentaron oxidacién en la primera
serie, 4.3% para los explantes jovenes y 14% para explantes maduros; se observo una
sensible disminucion de {a oxidacion en la segunda siembra de dpices del 0 y 6.2%
respectivamente (Tablas 12 y 13).

Se observo que la oxidaciéon en nudos maduros se presentd a los pocos dias de
{a siembra, lo que puede estar indicando una gran cantidad de polifenoloxidasas en
eslos lejidos y que puede alcanzar distintos niveles relacionados a la época del afio, la
edad de! explante y la presencia de tejido semilefioso. No obstante que en el medio Litz
se incluyd acido ascdrbico como antioxidante no se observéd cambio alguno, asi como
tampoco cuando los cultivos fueron incubados en condiciones de oscuridad como una
medida para evitar los produclos dariinos de oxidacion fendlica que se forman durante
la iluminacidn (Hu y Wang, 1983). Aquellos explantes que se observaron oxidados, sin
crecimiento, se subcultivaron a medio MS con K (1.5 mg/l) donde finalmente
regeneraron nuevos individuos y parecieran recuperar su desarrollo, posteriormente se
cambiaron de nuevo al medio Litz de regeneraciéon donde continuaron un desarrollo

vigoroso. La manifestacion de la oxidacion de los explantes puede ser provocada por
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diversos factores: 1) al disectar los tallos con nudos se requiere realizar dos coites,
uno en su base y otro en su parle superior, con estas heridas son mas las células
lesionadas que exudan fenoles (von Amold y Wallin, 1988} y sintelizan
polifenoloxidasas que se presentan con caracter oxidalivo en los tejidos lesionados; 2)
debido a que los tejidos jévenes (mds cercanos al dpice) son menos propensos a
oxidarse por la diseccidn que los mas maduros (mas lignificados) (George y
Sherrington, 1984), es posible esperar que en los meses de mayor actividad vegetativa
en que se ensayaron Jos cullivos (mayo-junio) un mayor numero de tejidos y células se
encontraran en activa division celular y por ello en un estado inmaduro.

En Pistacia la oxidacion ocurrid mas frecuentemente en los dpices colectados de

las plantas de invernadero que de los explantes provenientes de las plantulas
germinadas asépticamente (Alderson y Barghchi, 1982, citados por George y
Sherrington, 1984).

En S. elegans se observd que la oxidacion en nudos maduros se presentd a los
pocos dlas de la siembra, lo que puede estar indicando una gran cantidad de
polifenoloxidasas en estos tejidos, ademds el dpice se presenta como una estructura
que se mantiene en una constante renovacién y asociado a ello posiblemente en los
meses de maya-junic la actividad celular permitié una mas répida cicatrizacion.

De acuerdo a Bidwell (1990) se conocen varias enzimas que oxidan a los
fenoles dando quinonas. Dos de las mas imporantes son la monofenoloxidasa
{tirosinasa) y la polifenol oxidasa (catecol oxidasa). Estas enzimas paricipan en la

caracleristica "reaccion traumdtica” de las plantas y contribuyen a la respiracion
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traumatica convirtiendo los fenoles liberados en la herida a quinonas, que son toxicas a
microorganismos, ayudando asi a impedir infecciones. El color café que se desarrolla
en la herida es un resuitado de dicha reaccion. Las fenoloxidasas estan involucradas
en los cambios quimicos de los precursores de la lignina y ofros componentes
celulares. Quiza por esto Ultimo en los tejidos mas maduros (lignificados) fue mas
comun y extensa la oxidacién en S. elegans.

Se observé también que en los tratamientos con altas concentraciones de 2,4-D
el proceso de oxidacion se acelero. Rabechault y Martin, 1976 (citados por George y
Sherringlon, 1984) sefalaron que en la palma de aceite, las hojas jovenes fueron los
mejores explantes, pero la extension del oscurecimiento fué muy sensible a la
presencia de auxinas en el medio; es posibte pensar que un contenido bajo de auxinas
endodgenas y bajo o nulo en el medio de cultivo pueden reducir o evitar |a extension de

la necrosis por oxidacion.

3 Trasplante

Un lote de las plantutas regeneradas in vitro fue transferido a condiciones de
suslo y aunque la aclimatacion a condiciones de invernadero implicé aproximadamente
3 meses, el 100% de las plantulas se lograron adaptar, no sin previamente resolver
problemas de deshidratacién durante su aclimatacion. Este relativo retraso, fue tiempo
invertido para reducir la desecacion que llegaron a sufrir las hojas. Esta condicién tan

propensa a la deshidratacion es comun que la sufran plantas regeneradas in vitro
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(Roberts y Matthews, 1995) y se conoce camo hiperhidratacion que implica cambios en
la anatomia, morfologia y fisiologia (Debergh &t al., 1992).

En S. elegans entre otros cambios que pudieron presentarse podemos sefalar:
un tejido epidérmico defectuasa incluyendo una menar superficie cerosa, una delgada
cuticula con menar contenide de cutina, pectina y celulosa; los estomas pudieron ser
mas o menos abundantes con un funcionamiento anormal en el que no cierran en
respuesta a un estrés hidrico; y posiblemente una conexion defectucsa entre raiz y
tallo (Debergh et al., 1992). Dentro de los factores que pueden pravocar esta condicidn
anormal se encuentran: el recipiente, que puede afectar al inlercambio gaseoso y con
ello la concentracion de CO,, etileno y vapor de agua; el medioc ambiente. donde
intervienen los gradientes de luz, temperatura, humedad relativa y aun la posicién de
los frascos de cultiva en los estantes; el medio de cultivo, afecta con el grado de
consislencia, el nivel y tipo de citocinina, la concentracion y presencia de algunas sales
minerales.

La forma mas comin en que se intenta reducir la hiperhidratacidn es
aumentando la concentracion del agente gelificante para hacer menas disponible el
agua y reduciendo o eliminando la citocinina del medio (Debergh et al., 1992; Kataeva
et al., 1991),

Dado que la regeneracion en S. elegans requirid de una concentracién relativamente
alta de kinetina y solo de ésta, es posible considerar que el liempo de exposicién a
este fitorregulador tuvo relacion con la dificultad para establecer las plantas en

condiciones de invernadero.
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4 Cuitivo en Suelo de Semillas, Apices y Nudos de Plantas Adultas

a) Semillas

De las 30 semillas sembradas en el sustrato natural de una de las poblaciones del
‘Desierto de los Leones” provenientes de algunos de los individuos de esta poblacion,
al cabo de un mes no se observé que germinara semilla alguna;, como tampoco se
observaron plantulas originadas de la germinacion natural en las poblaciones silvestres
visiladas (Desierto de Los Leones y Parque Nacional Cerro def Ajusco).

Por otro fado, de las 30 semillas sembradas fuera del habitat en charolas con
una cubierta de plastico transparente, con riegos diarios, en un plazo de 2 a 3 semanas
se obtuvieron 6 individuos (20%) de los cuales sélo 3 (10%) fegaron a la madurez, los
tres restantes se marchitaron. Sin embargo un alto porcentaje de semillas que no

germinaron jn vitro e jn situ permite suponer que deben participar otros factores

externos e intermos como luz, temperatura, concentracion de O, nutrientes y pH o la

edad fisioldgica de las semillas asi como |a presencia de sustancias del crecimiento,
entre ctros, (Bidwell, 1990) que coactuan durante la posible quiescencia o latencia de
estas semillas, Quiza un alto numero se ve afectado por microorganismos u otros
depredadores, que diezman la poblacion inicial de semillas y/o el nivel, el tiempo de
acciony la conjuncion de los factores, pueden limitar la germinacion.
b} Apices y Nudos

Después de dos meses de haber plantado en suelo dpices y nudos de plantas
adultas, del primer lole (protegido con cubierta de plastico), de 15 apices y 15 nudos,

se logro fa regeneracién de 11 plantulas provenientes de nudos y 9 plantutas a partir
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de apices. De los nudos, comdnmente se desarrollaron dos yemas, observandose las
plantulas ramificadas, no mas de dos ramas por individuo, ésto sugiere que ante la
falta de una dominancia apical sélo se desarrollaron las yemas preformadas y no se
generaron yemas de nueva formacion. En las plantulas formadas por apices se
mantuvo la dominancia apical ariginal pues se desarrollaron en un solo tallo. Del otrc
lote de 30 nudos y 30 apices (sin cubierta de proteccion), se obtuvieron sélo dos
plantulas a partir de los nudos y sélo una a partir de los dpices. El resto de las
estructuras cultivadas no generaron respuesta alguna y murieron.

Aquellos brotes que se mantuvieron verdes y vivos generaron raices dentro de
los primeros 15 dias, y llegaron a alcanzar una altura de 5 a7 cm, cuando se intentd
su adaptacion a condiciones semejantes a la de la planta adulta, después de 45 dias
se marchitaron y no se recuperaron.

En el campo se pudo observar que los nuevos individuos no provienen de
semillas sino de la reproduccion vegetativa de brotes generados de la base del tallo y
posiblemente de yemas axilares de tallos que enraizaron al quedar cubiertos por el
suelo, otra posibilidad es que la actividad meristematica en la raiz quizé llega a generar
nuevas individuos. Esto fue posible observarlo en la planta transferida fuera de su
habitat, ya que algunas ramas que se encontraron dobladas y cerca del suelo
presentaban ralces advenlicias a la altura de los nudos. Al entrar en contacto con e}
suelo, las raices se fijaron a él y se desarolfaron nuevos broles hasta llegar a constituir

un nuevo individuo.
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Este proceso es posiblemente predominanie en las poblaciones naturales en
cierta época y bajo ciertas condiciones. Puede considerarse que cada rama tiene la
capacidad de convertirse en un propagulo o unidad de reproduccion que depende
nutricionalmente en forma directa de si misma y de la planta pues renueva sus
suministros fotosintéticos, a diferencia de o que ocurre en las semillas que son
entidades independientes y cuyas raservas son limitadas.

Los nuevos individuos posiblemente se generaron a partic de yemas axilares en
tallos. En ocasiones se observd que nuevos brotes se originaban de zonas muy
cercanas a la ralz, pero por la naturaleza del trabajo no fue posible definir su origen.

Para S. elegans se lograron las condiciones para su regeneracion parcialinente,
a pesar de que se trabajd con diferentes tipos de explantes (jovenes y maduros) bajo
condiciones in vitro. Asi también se intenld propagar por vias convencionales los
explantes maduros.

Si las técnicas de cultivo de tejidos han de jugar un papel importante en |a
exploracion y en hacer utilizable el potencial que guardan especies silvestres como S,
elegans, distintas etapas deberan cubrirse, pero sin duda el establecimiento de un
método de regeneracion in vitro debera considerarse de interés primario , por lo que el
presente estudio contribuye a cumptic dicho objetivo con base en el conocimiento
generado, que puede redundar en la conservacidn y futuro aprovechamiento de esta

especie,
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1)

V CONCLUSIONES

Con base en las observaciones realizadas en el campo, de la ausencia de
plantulas provenientes de semillas, la presencia de évulos deformes en sus calices
y semillas con tejidos necrosados indican dificultades en la reproduccion sexual de
las poblaciones visitadas, que pueden ser graves para la especie, ¢ en particular
para ciertos genolipos, y mas aun si se considera el delerioro que sufre su habilat

por acciones antropogénicas.

2) La depredacién y la polinizacién constituyen aspectos muy importantes en la

3)

reproduccion sexual de esta especie, al respecto Dieringer et al. (1991) sefalan

que el género Salvia posee lo que podria ser el mecanismo polinizador méas

complicado dentro de las Lamiaceae. Todo apuntaria hacia la seleccién natural de
individuos con untipo de reproduccidn vegetativa exitosa, y con ello su predominio
en la(s) poblacidn (es) (Dieringer et al., 1991). Eslas aseveraciones podrian ser
parte de la explicacion del porqué de |a presencia de semillas sin embrién, évulos
atrofiados y la falta de plantulas provenientes de germinacion de semillas en el

campo y que se reflgjé en un bajo porcentaje de germinacion jn vitro.

De acuerdo a lo anterior es posible que en el habilat sélo un bajo nimero de

semillas germinen y den origen a nuevos individuos.
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4)

5)

6)

7)

8)

El mayor porcentaje de germinacién in vitro (34.8%) se presentd en las semillas
que fueron colocadas en germinadores, que aquellas que fueron soportadas por el
gel del medio de cultivo, un 4.5% para las semillas previamente escarificadas y

2.9% para las que no se sometieron a la escarificacién

No se obtuvo un incremento en el porcentaje de germinacion de las semillas

pretratadas con GA; en la concentracion de 1 mgfl.

La regeneracion de plantulas & partir de dpices y nudos se logré en presencia de K
(1.5 mg/l) en ausencia de 2,4-D y se completo dentro del primer mes de cuitive.
Bajo estas condiciones ocurrié el enraizamiento de los explantes, el desarrollo de

yemas axilares y la formacion de yemas adventicias.
La formacidn de plantulas y yemas adventicias estuvo asociada al origen, tipo y
condicion fisioldgica de los explantes , asi como a la estacién del afo en que se

realizaron los cultivos.

Los tejidos de las partes superiores e inmaduras presentan una mayor capacidad

morfogenélica que las basales y maduras.
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9) Se obtuvo la formacion de callo, que se caracterizé por ser de tres lipos: friable,
poco friable y compacto, en algunos casos de color verde, crema-pardo, blanco con

algunas areas grises.

10} Los explantes que tuvieron fa capacidad de respuesta para la formacion de callo
fueron: hoja, entrenudo y raiz para explantes jévenes y hoja, entrenudo y raquis

floral para explantes maduros.

11) Los explantes tomados de individuos maduros fueron de brotes de reciente
formacion cuya condicion fisiologica pudo considerarse semejante a la de los
explantes de individuos jovenes pero esto no fue asi del todo pues si bien se logré
ia regeneracién en et mismo medio de cultivo (Litz+K 1.5 mgfl), y tuvieron un
comportamiento semejante en relacién a tas siembras hechas en distintos meses

)
det afio con una baja y una aita respuesta morfogenética asociada a estas distintas

épocas; no obstante estas coincidencias, los explantes jOvenes siempre

presentaron una mayor capacidad morfogenética.

12) En general se puede establecer que la capacidad para regenerar nuevos individuos
se manifestd en el siguiente orden de mayor a menor. apices y nudos de planiuias,
y apices y nudos de plantas maduras. Hubo una mayor regeneracion en primavera

(mayo-junio) que a finales de invierno {febrero-abril).

~3

PRy
——
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13) Hubo una mayor produccién de brotes a partir de apices que de nudos.

14) Fue posible establecer en suelo plantas regeneradas in vitro

15) El hecho de haber regenerado plantas a partir de estructuras de plantas adultas y
jovenes permite sefialar que las condiciones de cultivo ensayadas tienen |a ventaja
de ser aplicables con éxito a un intervalo amplio de condiciones fisioldgicas de la

planta y lograr la micropropagacion.

16) Asimismo los resultados de este estudio pueden servir de base para ser
aprovechados en el futuro para la obtencion de metabolitos secundarios de S.
elegans. La pequefia cantidad de biomasa (callo) producida por los distintos tipos
de explantes y su oxidacion deberan superarse. Sin embargo, el procedimiento
aqui definido de regeneracion de plantas a partir del cultivo de apices y nudos
puede tener una aplicacion inmediata o a corto plazo para la realizacién de otros
estudios sobre esta especie, en la conservacion de genotipos de la misma y la
seleccion y propagacion de aquellos que contengan una mayor cantidad de aceites

esenciales para su aprovechamiento industrial.
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LAMINAS

Lamina a: Hojas (H) e Inflorescencias (1) de Salvia elegans.
1. Flor con estilo, estigma y un par de estambres.

2. Céliz residual.

3. Yemas fiorales.

LAmina b: Calices conteniendo 1, 2, 3 6 4 dvulos en desarrollo.

Lamina ¢: Desarrollo de yemas axilares (nudos) de plantas adultas.
1. Nudo recién disectado.

2. Nudo alos 4 dias de cultivo.

3. Nudo a los 8 dias de cultivo.

Lamina d: Yemas axilares y yemas adventicias a partir de plantula.

1. Nudo recién disectado.

2. Crecimiento de yemas axilares a los 6 dias.

3. Ptantula a tos 12 dias con desarrollo de yemas axilares, yemas adventicias y raices.

Lamina e: Raices a parlir de hojas de plantulas.

Lamina f: Flores en antesis originadas de yemas florales in vitr

Lamina g: Distintos tipos de callo de acuerdo a su origen (explante).

1. Hoja inmadura: de color blanco a grisaceo, compacto y limitado crecimiento.

2. Hoja madura: inicialmente friable, verde, nodular y répido crecimiento en su inicio.

3. Tallo de planta madura: compacto, pardo desde su inicio (oxidacion) y crecimiento
muy escaso.

4. Raiz de plantula: de color blanco grisaceo a crema, friable, posteriormente se
compacta, forma la mayor cantidad de callo.
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Apéndice |. Medio Murashige y Skoog (1962). Utilizado para la
Siembra de Semillas y el Subcultivo de Plantulas de

Salvia elegans.

Murashige y Skoog (1962) MS

Componentes Inorganicos

Macronutrientes Concentracién (mg/))
Nitrato de Amonio NH(NO, 1,650
Nitrato de Potasio KNGO, 1,900
Cloruro de Calcio CaCl,. 2H,0 440
Fosfato de Potasio KH,POu 170
Sulfato de Magnesio MaSo,. 7H,0 370
Micronutrientes
Yoduro de Potasio K 083
Acido Bérico H;B0, 6.2
Sulfato de Manganeso MnSO.. 4H,0 223
Sulfato de Zinc ZnS0,. TH0 8.6
Molibdato de Sodio Na,Mo0Q,. 2H,0 0.25
Sulfato de Cobre CuS0,. 5H,0 0.025
Cloruro de Cobalto CaoCl,. 6H,0 0.025
NaEDTA 373
Sulfato ferroso FeSo,. TH,0 278
Compoenentes Organicos

Inositoi 100
Acido Nicotlnico 0.5
Piridoxina . HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Glicina 2
Sacarosa 30,000
Agar 7,800

pH 66
Medlo Basal MS




Apéndice lf. Medio Litz (Litz, 1988). Utilizado para fa Regeneracion
e Induccion de Brotes de Salvia elegans.

Macronutrientes det B6 (Gamborg, Millar and Qjima, 1568).

Micronutrientes y Componentes Organicos de Murashige y Skoog (1962) MS

y Componentes Orgénicos Adiclonales Concentracién (mg/)
Macronutrientes B5
Nitralo de Potasio KNO, 2,500
Cloruro de Calcio CaCl,. 2H;0 150
Suffalo de magnesio MgS0.. 7H,0 250
Sulfato de Amonio (NH,);S0, 134
Fosfato de Amonio NaH,P0,. H,0 150
Micronutrientes MS
Yoduro de Potasio Kl 0.83
Acido Bérico HyB0, 6.2
Sulfato de Manganeso MnSQO,. 4H,0 223
Sulfato de Zinc ZnS0,. 7H,0 8.6
Molibdato de Sodio Na,Mo0,. 2H,0 0.25
Sulifato de Cobre CuS0,. 5H,0 0.025
Cloruro de Cobalto CoCl;. 6H,0 0.025
Na,EDTA 37.3
Suffato ferroso FeSo,. 7H,0 27.8
Componentes Organicos MS
Inositol 100
Acido Nicotinico 0.5
Pirdoxina HC| 0.5
Tiamina HCt 0.1
Glicina 2
Sacarosa 60,000
Agar 7,800
Componentes Organicos Adiclonales
Glutamina 400
Hidrolizado de Caseina 100
Arginina 100
Asparagina 100
Acido Ascérbico 100

pH 6.6
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