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I. Introducciédn.

El desarrollo de una tecnologia alimentaria adecuada es una
meta urgente a alcanzar, sobre todo en pafses como México, en
donde el acelerado incremento problacional exige dia a dia un au-
mento cualitativo y cuantitativo de la produccién.

Aunado a esto, la dependencia tecnoldgica del exterior, de-
bido a la carencia de una tecnologia propia bien estructurada y
la mala administracidén mantienen al campo mexicano en una cons-—
tante explotacidn enfocada a satisfacer intereses extranjeros y
dejando para el pueblo mexicano los abastos de més baja calidad
alimentaria.

En el &area -horticola y en especifico para el ajo (Allium
sativum) el problema es atn mas marcado, como se menciona en la
seccidn dedicada al cultivo de ajo en México.

Es pues urgente desarrollar técnicas propias de estudio Y
produccibén que incluyan a aguellas gue faciliten la obtencién de
plantas de interés econdmico con caracteristicas deseables para
el campesino, para el ama de casa, para la economia nacional e
incluso para ei mercado de exportacidn.

Una de estas técnicas es el cultivo de tejidos vegetales
(c.t.v.) que aungue ha presentado algunas limitaciones en cuanto

a las posibilidades reales que en un principio se le atribuian,

si ha podido conseguir logros importantes de aplicacién agricola
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sobre todo en las Areas de propagacidn y fitopatologia. Ejemplo
de ello son las multiples industrias que cada dia ocupan mis el
c.t.v. en la produccidn en paises como Estados Unidos, Israel,
Inglaterra, Unidn Soviética y otros.

En ajo, el cultivo de tejidos, a pesar de estar poco estu-
diado, proporciona una serie de ventajas en cuanto a los inten-
tos de mejoramiento del cultivo, dado gue se trata de una plan-
ta agamica y tiene serios problemas de pérdida de calidad por
la adguisicidén de enfermedades, imposibles de resolver por méto
dos tradicionales y que requieren de nuevas técnicas gque permi-
tan estudios de fertilidad f£lorxal, hibridizacidn, fitopatolo-
gia, micropropagacién masiva y metabolitos secundarios.

"Los prdbleﬁas mis importantes a resolver en ajo son: lo-
grar plantas fértiles, obtener plantas con bulbos mas grandes,
con resistencia a patdgenos y tolerantes a condiciones medio —
ambientales adversas, utilizar con ventajas los metabolitos se-
cundarios que el ajo produce y propagar la mayor cantidad de
plantas sanas al m&s bajo costo.

Si bien es cierto gue no es posible resolver en un par de
afios los problemas en el ajo, si es posible iniciar el intexrés
en este tipo de estudios vy sentar las bases de un desarrollo
posterior adecuado.

Sea pues éste, el intento de la tésis.



II. Objetivos.

De inmediatos
Establecer el medioc de cultivo y la concentracidén de regu-
ladores vegetales mids adecuada para la induccidn de callo de

ajo (Allium sativum L..) de la variedad Morado Chileno.

Determinar el tiempo de induccidn de callo.

'
-
-

Analizar las caracteristicas citoldégicas de los calloé ob-
tenidos. |

Establecer el medio de cultivo y la concentracidédn de regu-
ladores vegetales mas adecuada para el mantenimiento de callo.

Analizar las caracteristicas citolégicas de los callos en
el manﬁenimiento.

Conocer los’efectos causados por el extracto de Fusarium

oxysporum en el crecimiento de callos en cultivo semisélido.

A mediano plazo:

Establecer técnicas adecuadas de cultivos celularés, micro
propagacidn y cultivo de haploides.

Montar un sistema para estudios carioldgicos y de infec-
cidén viral en callos y plantas regeneradas.

Analizar las caracteristicas citoldgicas, carioldgicas y

de metabolitos secundarios producidos por fitotoxinas en culti-

VO




Practicar la seleccidn in vitro.
Intentar la hibridizacidén somdtica para conseguir la ferti-

lidad floral.

A largo plazo:

Obtener plantas de ajo sanas, fértiles y de buen aspecto de
mercado.

Implemeﬁtar los medios de distribucidén a gran escala de es-

tas plantas.

Promover la creacidn de estudios de ésta indole.




IIT. Revisidén de literatura.

1. Historia del ajo.

Existe alguna controversia acerca del origen exacto del
ajo, algunos lo atribuyen al sur de Europa (Japdn, 1984) y otros
al Asia Occidental. Sin embargo, la mayoria de los autores apo-—
van esta dltima idea basados en la existencia de una especie de

ajo silvestre (Allium longicuspis Regel) gue crece en Agsia y a

partir de la cual se cree gue derivan todas las variedades ac-
tualmente comerciales (Novak, 1972; Garcia, 1973).

El consumo de ajo como alimento y como planta medicinal es
bastante antiguo, incluso los griegos y romanos ya lo consumian
ampliamente, al gradorque Plinio escribe en sus notas que el ajo
y la cebolla deben ser considerados deidadesr(Morell, 1977).

En América, el ajo se introduvijo poco despues de la conquis-
~ta, principalmente en Centro y Sudamérica. En México, los indige

P . - . » -~ - 3 s/
nas rapidamente se familiarizaron con €l y su uso se difundio en

todo el pais como planta medicinal.




III. Revisidn de literatura.

2. Clasificacidn botanica.

Reino
Divisidén
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género

Especie

Végetal
Anthophyta
Monocotiledonae
Liliidae
Liliales

Liliaceae

Allium

A. sativum L.

(Lawrence,  1951)

El género esti formado por unas 250 especies distribuidas en

regiones templadas v frias en todo el mundo. Muchas especies son

cultivadas y poseen un alto valor econdémico como A. cepa (cebo-

l1la), A. porrum (poro) y por supuesto A. sativum (ajo) (Sanchez,

1980) .




IIT. Revisidn de literatura.

3. Descripcidn.

Bl ajo es una planta herbdcea y bulbosa. Presenta hojas sim
ples, alternas, paralelinerves v dispuestas en dos hileras. El
tallo verdadero es la base del bulbo, su altura va desde 0.5 has
ta 1.5 cm y su ancho es de 1.5 a 2 cm. El tallo falso se consti-
tuye de vainas cilindricas las cuales forman catdfilas gue prote
gen a dientes y bulbo. ' |

La raiz es de origen cauldgeno y fibrosa, ésta se extiende
lateralmente en la capa del suelo y profundiza desde 5 hasta 50
cm.

La flor posee seis estanmbres libres entre si, insertos en
la base de los tépalos, con las anteras oblongas. El ovario es
trilocular con dos oviilos en cada cavidad, tiene un estilo corto
v un estigma pequeiioc (Sanchez, 1980) .

Posee un nimero diploide (2n) de 16 cromosomas. La reprodﬁg
cibén sexual estd omitida a causa de esterilidad polinica gue se
atribuye a la degeneracidn del tejido espordgenc a diferantes ni
veles de desarréllo de la‘antera, pero ésto alin no es muy claro

(Novak, 1972).




IITI. Revisidn de literatura.

4. El cultivo del ajo en México.

México es considerado uno de los paises mas importantes en
la produccidn de ajo en el mundo. El cultivo se realiza basica-
mente para consumo como alimento; se siembra principalmente en
la regidn del Bajio, en los estados de Guanajuato y Aguascalien
tes (Ldpez, 1978).

Existe alguna confusidn respecto al andlisis de mercado
del ajo, la Direccidn General de Economia Agricola (D.G.E.A.,
1982) sefiala que la produccidn para 1982 fué de 33677 t, de las
cuales 22136 se utilizaron para consumo interno (Veanse tablas
1 v 2 en el apéndice A), guedando, por tanto sdlo 11541 t para
exportacidén. Sin embargo, Zavala (1984) menciona que la produc—
cidén para 1982 fué de 47000 t, de las cuales el 50% se utilizo
para exportacidn a los Estados Unidos, Brasil y paises del Cari
be.

Esta discrepancia en los datos puede explicarse con el au-
mento de la privatizacidén de la produccidn agricola del ajo,
coh capital extranjero (Herndndez, 1980) y gue no aportan sus
datos a la produccidn total. Esto es evidente en egtados como
Querétaro y Guanajuato donde dia a dia aumentan las plantas

deshidratadoras de ajos destinados exclusivamente a la exporta-

P

cién.
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Basados exclusivamente en datos estatales (D.G.E.A., 1982),
que describen mids fielmente las condiciones del campesino inde-
pendiente, observamos una marcada disminucidn en la superficie
cosechada de 1979 a 1982 lo que reditud en una baja en la pro-
duccidn total. En este sentido se reportan en la literatura una
serie de problemas gque explican la situacidn y gue hacen del
ajo un cultivo poco interesante para el campesino gque no dispo-
ne de asesoria adecuada.

Quizds el principal problema es el mercadeo de la cosecha,
por las caidas que sufre el precio continuamente, a consecuen—
cia de la disminucidén en calidad y al poco cuidado gque se tiene
para superar esta situacidn.

La disminucidn en la calidad se debe a factores claramente
definidos. En primer lugar, como se menciond anteriormente, ei
ajo presenta flores abortivas, la reproduccidén se efectiia de
forma vegetativa mediante la plantacidn ée dientes.ysin embar-
go, a medida qﬁe t;anscurren los subcultivos, la calidad de la
planta se pierde debido a una mala eleccidn de la simiente y
principalmente, a gque los bulbos adgqguieren enfermedades gue se
contindan de cultive en cultivo.

Las principales plagas vy enfermedades del ajo en México

son: nematodos (Tylenchidae; Ditvlenchus dipsaci (Kuhn)

Filipjev), trips (Tisanoptera:; Thrips tabacii), pudricidén del

bulbo (Deuteromycotina; Fusarium oxysporum Sclecht), mancha




10

plrpura (Deuteromycotina; Alternaria porri) y pudricidn suave

{(Deuteromycotina; Erwinjia sp.).

Las medidas adoptadas para combatirlas son la rotacidn de
cultivos, el uso de pesticidas y el uso de las variedades re~
sistentes. No obstante el esfuerzo realizado aiin no se logra
erradicar el problema (Garza, 1972; Gonzalez, 1978; Obeso,
1980; Japdn, 1984).

Las variedades utilizadas en México las podemos dividir
en dos grandes grupos: ajo blanco vy ajo morado.

El ajo blanco es tardio y muy productivo. Sus dientes,
como su nombre lo indica, son blancos ; estén recubiertos por
catafilas apergaminadas de color plateado. El ajo blanco es ge
neralmente mayor que el morado. Se manejan las variedades Cris
tal (s6lo para exportacidn), Perla y Criollo.

El ajo morado, asi denominado porque las catéafilas que re
cubren la cabeza y los dientes tienen un tono morado, es mas
temprano gue el blanco pero de conservacidn més dificil. Se
cultivan las variedades Chileno y Criollo. En 1974 el campo a-—
gricola experimental del Bajio del Instituto Nacional de Inves
tigaciones Agricolas, ocbtuvo tres nuevas variedades moradas:
Masson, Napuri y Pata de Perro (Obeso, 1980).

La prqduccién de ajos de caracteristicas adecuadas vy de

mejor calidad podrian soclucionar muchos de los problemas men-—

cionados e incluso permitirian competir adecuadamente en el
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campo de la exportacidn, en el cual, con las condiciones actua-
les es practicamente imposible colocar al producto.

Bl mercado internacional es muy competido y exigente desde
el punto de vista cualitativo. En Europa, por ejemplo, este mer
cado estd protegido por normas muy estrictas vy por un arancel
del 12% ad valorem. La demanda es exclugivamente de ajos de
dientes grandes y calibrados, los ajos deben estar sanos, fir-
mes, limpios, exentos de dafios provocados por heladas,'sol o}
maguinaria, exentos de moho o gérmenes visibles y no deben te-
ner olor © sabor extrafios ni humedad exterior anormal. Se exige
ademas ajos de la variedad Morado Chileno de la zona de Celaya,
la cual tiene buena imagen en el mercado (I.M.C.E.,1974; I.M.C.
E., 1979%; I.M.C.E., 1979%).

En paises como Argentina y Egipto desde la década pasada
se han implementado programas tecnoldgicos enfocados al aumento
de la calidad del ajo p;pducido, gue incluye técnicas de culti-~
vo de tejidoé (Nome, et; al., 1981l) desplazandoc con Ventajés al

ajo mexicano en el mercado internacional.
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IIT. Revisidn de literatura.

5. cultivo de tejidos de Allium gativum.

i) cultivo de meristemos. Los primeros provectos formales
en cultivo de tejidos de ajo se llevaron a cabo a principios
de la década anterior y estuvieron enfocados a obtener plantas
libres de virus por medio del cultivo de meristemos.

Fn 1972, 105 franceses J. Quiot, .C. Messiaen v J. Leroux
logran obtener plantas sanas a partir de meristemos de plantas
infectadas en un 8.3% de los casos, utilizando una modifica-
cidén del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y digtintas combi-
naciones de acido naftalenacético (ANA), Acide indolbutirico
(AIB) vy otros compuestos.

Con el transcurso de las investigaciones el porcentaje
fue mejorando. Asi en 1981, Nome y colaboradores consiguen un
28.6% de plantas sanas en el medio MS con 1 ppm de ANA. Para
1985, este mismo grupo (Conci, et. al., 1985) consigue un 88%
de plantas sanas con MS + ANA (0.1 mg/l) + cinetina (K) (0.1
mg/l) .

ii) Inducciébn de callo vy estudios carioldgicos. En 1973,
P. Havranek y F.J. Novak, consgiuen por vez primera la induc-
cidén de callo a partir de tejido foliar utilizando el medio

MS + &dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (1 mg/l) + acido

indolacético (ATA) (2mg/l) + K (2 mg/l) . Determinaron ademis
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gue esta triple combinacién de reguladores es necesaria para
la formacidén de callo. En el andlisis microscdpico se observéd
un callo muy irregular en cuanto a sus caracteristicas citold
gicas y carioldgicas con la éresencia de una gran cantidad de
células protraqueales y células poliploides.

Novak utilizd este callo como modelo para mialtiples in-
vestigaciones. En 1974 analizdé los cambios cromosdmicos en ca
1lo en relacidn con la edad del cultivo. Para l984(ﬁbvak v Do
lgzel tienen perfectamente caracterizados los fenéﬁenos feno-
tipicos tanto de callos como de plantas regeneradas (Novak,
1980, 1981; Dolezel y Novak, 1984) y se logrd la diferencia-—~
cidn de células tetraploides con la ayuda de colchicina (No-
vﬁk, 1983);

En un reporte reciente Dolezel y Novak (1985) mencionan
gue la heterogeneidad carioldgica disminuye cuandc las concen
traciones de 2,4-D v K en el medio son equimolares.

iii) Diferenciacidn. El primer reporte de diferencia-~
cidn a partir de callo de ajo se publicé en 1976 cuando Kehr
v Schaeffer lograron la rediferenciacidn de plantas en el me-
dio MS + AIA (1 mg/1) + K (1 mg/1).

Abo El1-Nil (1977), utilizando un medio especial (AZ) lo-
grd la organogénesis con ATA (10pa M) + K (20 paM) .

Novak (1980) observdé gue la habilidad organogenética de-

pende de la duracidn del callo en cultivo con 2,4-D y que la
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maxima frecuencia de regenerantes aparece alrededor de los 80
dias en un medio con AIA (2 mg/l) + K (2 mg/l).

Bhojwani (1980) utilizd el medio B5 (Gamborg, et al., 1968)
+ 2—isopentenil adenina (2-ip) (0.5 mg/l) + ANA (0.1 mg/l) para
la organogénesis con excelentes resultados en cuanto a la forma-—
cibn de brotes y posteriormente en las caracteristicas del bulbo
de las plantas regeneradas (Bhojwani, et al., 1982). Entre sus
obsexrvaciones Bhojwani encontrdé la presencia de particulas vira-
les en los callos obtenidos pero no en las plantas regeneradas.

Poco después, Novak, Havel y Dolezel (1982) mencionaron gque
la utilizacidén del BDS (Dunstan y Short, 1977) resultaba més con
veniente que el MS tanto para la induccidn de callo como para la
diferenciacibén. Estos autores sustituyen al MS por el BDS en to-
dos sus proyectos en Allium (Nowvak, et al., 1985), aungue otros
investigadores no dejan de experimentar diferentes medios (Mo—

sella y Fernandez, 1985).
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ITII. Revisidn de Literatura.

6. Estudios de fitotoxinas en cultivo de tejidos vegetales.

Se definen a las fitotoxinas como wmetabkolitos secundarios
con peso molecular menor a 2000 Daltons y gue pueden perturbar
el crecimiento normal de las plantas superiores. La mayoria de
las fitotoxinas pueden inhibir el crecimiento y desarrocllo,
pero algunas lo estimulan a ciertas concentraciones (Walton y
Earle, 1984).

Las investigaciones de interaccidn de las fitotoxinas con
cultivos in vitro representan hasta ahora un area modesta de
estudio pero en gran expansidn, dado gue permite, entre otras
cosas, evaluar la accidn de las fitotoxinas en el proceso de
adquisiéién de enfermedades, conocer los mecanismos bioguimi-
cos involucrados ? practicar la seleccidn in vitro (Earle,
1978) . A la fecha existe alrededor de una docena de publicacio
nes gue mencionan la adguisicidn de cultivos resistentes a e-
fectos de fitotoxinas por medio de c.t.v. (vease Hammerschlag,
1984).

En fitotoxinas de origen fingico los estudios se han en-

focado principalmente a los generos Helminthosporium (Earle,

1978), Fusarium (Behnke, 1980) y Phytophtora (Benhke, 1979).

En particular en F. oxysporum se ha encontrado la exis-

tencia de una fitotoxina, el &cido fusirico (dcido S5-n-butil-
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piridin-2-carboxilico) cuyos efectos son similares al del CCCP
(cianuro de carbonil m-clorofenil hidrazona).

El dcido fusdrico inhibe la accidn de ciertas enzimas gque
contienen metales (vg. citocromo oxidasa) y depolariza la mem-
brana plasmdatica, lo cual produce una disminucidn en el ATP ce
lular. Estas alteraciones del potencial eléctrico de la membra

-5
na ocurren a concentraciones mayores a 10 M y sblo a concen-
-4
traciones arriba de 10 M se inhibe la respiracidn mitocon-—
drial. El mecanismo bioguimico es hasta ahora desconocido (A-

rias, 1985).

Hasta la fecha no se han realizado estudios de fitotoxi-

" nas en cultivos in vitro de Allium sativum por lo que esta

area se encuentra en espera de ser investigada.
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IV. Metodologia.
1. Fase A. Induccidn del callo.
i) Preparacidn de medios.
A: MS + 2,4-D (1 mg/1l) + Ara (1 mg/l) + K (1 mg/1)
B: MS + 2,4-D (1 mg/1l) + AIA (2 mg/l) + K (2 mg/1)
C: BDS + 2,4-D (1 mg/l) + aian (1 mg/l) + K (1 mg/1)
D: BDS + 2,4-D (1 mg/1l) + AIA (2 mg/l) + K (2 mg/1l)
- pH 5.8, ajustado con HCl y//o NaOH 1M.
-~ Esterilizacibén: 1.3 Kg/bmz, 121°¢C, 15 min.
- 92 frascos totales (23 por tratamiento) con 10 ml de
medio cada uno.

- La composicidén de los medios y su modo de preparacidn

se especifican en los apendices B, C y D.

.ii) Preparacidn del material bioldgico

.Dientes de ajo desprovistos de catdfilas de la variedad
Morédd Chileno cﬁltivados en’el Valle de Celaya, Guanajuato
fueron sometidos él siguiente tratamiento.

— Pretratamiento: lavado en flujo de agua corriente, 24
horas, para evitar la presencia de inhibidores hidrosolu-
bles.

-~ Desinfeccidn (en campana de flujo laminar): etanol
70%, 30 segundos, hipoclorito de sodio comercial (Cloraléx),
10 minutos, etanol 70%, 30 segundos, agua destilada estéril,

8 enjuagues.
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iii) Siembra.

Se disectaron los dientes primero transversal v luego lon-
gitudinalmente hasta exponer el apice meristemdatico gue se cor-
td el su base tratando de incluir uno o dos primordios folia-
res.

Ya extraidos se colocaron en los medios previamente prepa-

rados, una pieza por frasco.

iv) Incubacidn.

Oscuridad, 26°+ 19C, 28 dias.

v) Medidaé de evaluacidn.

- Determinacién del porcentaje de induccién de callo.cada‘
dos dias.

— Peso fresco y seco de los callos cobtenidos a los 28
dias, con exclusidn de partes visiblemente diferenciadas.

- Evaluacidn de las diferencias significativas en peso
fresco basado en la prueba de rangos miltiples de Kruskal-

wallis (Apéndice E).

vi) Observaciones microscdpicas.

Porciones de callo se tifieron con azul cresil brillante

0.05% y se observaron al microscopio &ptico.
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IV. Metodologia.

2. Fase B. Mantenimiento.
i) Preparacidn de los medios.
MA: BDS + AIA (1 mg/1l) + K (1 mg/1)
MB: BDS + AIA (2 mg/l) + K (0.5 mg/1l)
MC: BDS + AIA (2 mg/l) + K (2 mg/l)
MD: BDS + 2,4-D (0.5 mg/l) + AIA (0.5 mg/l) + K (0.5 mg/1l)
ME: BDS + 2,4-D (0.5 mg/1l) + AIA (1 mg/l) + K (1 mg/l)
MF: BDS + 2,4-D (0.5 mg/1l) + AIA (2 wmg/l) + K (2 mg/1l)
MG: BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (1 mg/l) + K (1 mg/1)

MH: BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (2 mg/1) + K (2 mg/1)

. =pH v esterilizacidn igual que en la fase A.
- 40 frascos en total (5 por tratamiento) con 10 ml de me-

dic cada unoc.

ii) Material bioldgico.
Se utilizaron callos de 22 dias de edad crecidos en un me-—
dio BDS + 2,4-D (1 mg/1l) + ATA (1 mg/l) + K (1 mg/1l) mantenidos

en la obscuridad a 26°+ 1°C.

iii) Resiembra.

Se tomaron porciones de callo de aproximadamente 4 mm en

su didmetro mayor y cuidando excluir regiones visiblementes di
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ferenciadas. Se colocd una pieza por frasco.

iv) Incubacidn.

Oscuridad, 26°+ 1°c, 22 dias.

v) Medidas de evaluacidn.
Peso fresco y secc de los callos a 22 dias.
Evaluacidén de diferencias significativas en el peso fresco

basado en la prueba de rangos mutltiples de Kruskal-— wallis (a-—

Péndice E).

vi) Observaciones microscdpicas.

-

Similar a la fase A.
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IV. Metodologia.

3. Fase C. Extraccidn de las fitotoxinas.

i) Material de procedencia.

Cepa de Fusarium oxysporum proporcionada por el Instituto

de Biologia de la U.N.A.M., cultivada a 24°C en un medio de
papa—-dextrosa agar (PDA; 35.14 g de papas cocidas picadas,

1.75 g de dextrosa y 2.11 g de agar por cada litro de agua).

ii) Cultivo previo.
Hifas de F. oxysporum se colocaron en medio BDS sin agar
en incubacidn a 26°+ 1°C durante 7 dias. Se prepararon un to-

tal de 10 tubos de ensaye con 10 ml de medio cada uno.

iii) Extraccidn (basado en Walton y Larle, 1984) .

- Filtraciénjde 100 ml de ecultivo en papel Whatmaﬁ No. 1.
- Adicién de 100 ml de etanol al 80%. |

— Reposo de 72 horas.

- Filtracién en papel Whatman No. 1.

— Concentracidn por liofilizacién hasta reducir a 120 ml.
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IV. Metodologia.

4. Fase D. Extracto de F. oxysporum en cultivo de callo.
i) Preparacidn de los medios.
EE: BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (1L mg/l) + K (1 mg/1l).

EF

BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (1 mg/1l) + K (1 mg/1l) +
extracto de F. oxysporum (Fo) 20%.

-~ PH y método de esterilizacidn igual gque en la fase A,
con excepcidn del Fo que se esterilizo por ultrafiltracién al
vacfo (Millipore, malla 0.45,“m) y se agregd al medio de cul-

tivo en condiciones estériles antes de la gelificacidédn (=40°C).

ii) Material biolégico.
Se utilizaron callos de 66 dias de edad, mantenidos en un
medio BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (1 mg/l) + K (1 mg/l) en la

obscuridad a 26°+ 1l°C.

iii) Incubacidn.

Oscuridad, 26°+ 1°c, 22 dias.

iv) Medidas de evaluacidn.
- Peso fresco de los callos a los 22 dias.
- Evaluacidn de las diferencias significativas en peso

fresco basado en la prueba de Wilcoxon (apéndice F).

°
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V. Resultados

1. Fase A. Induccidn del callo.

Tabla 1. Porcentaje de induccidn de callo vs tiempo de la

prueba.
Tratamiento A B | C D
Dias
4 -~ | - - R
6 - ‘,_‘ 13.05 -
8 - 4.35 13.05 4.35
10 8.70 - 21.?5 , 34.80 - 21.75
12 ’ 21.75 34.80 43.50 34.80
14 43.50 47 .85 65.25 47.85
16 55.55 55.55 69.60 52.20
18 . 65.25 69.60 73.95  69.60
20 73.95 69.60 82 .65 78.30
22 " 73.95 78.30 87 .00 '78.30
24 | 73.95 82.65 87 .00 78.30
26 73.95 82.65 87 .00 78.30

28 ’ 73.95 82.65 87 .00 78.30
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Tabla 2.

Peso fresco y seco (mg)

de los callos obtenidos

25

por explante a los 28 dias en los distintos tratamientos.

Tratamiento A B
Frasco ¥ S F S
01 199 014 171 011
02 081 009 141 013
03 063 010 086 004
04 055 002 085 006
05 051 010 075 008
06 051 009 073 006
07 049 009 073 006
.08 039 007 070 005
09 o . 038 009 067 004
10 : 038 007 063 005
11 032 005 063 003
12 032 006 053 004
13 028 006 049 004
14 027 005 042 003
15 025 005 041 003
16 021 004 040 004
17 0192 004 037 002
18 000 000 032 002
19 000 000 015 001
20 000 000 000 000
21 000 000 000 000
22 000 000 000 000
23 000 000 000 000

D

F S F S

227 019 179 010
214 01e 144 007
125 006 122 009
122 00S 072 002
088 007 070 006
086 006 067 005
085 005 066 004
083 003 049 003
081 004 048 002
077 005 037 002
072 005 031 004
067 006 030 002
061 005 029 001
053 004 028 001
052 003 026 002
048 005 019 001
042 004 013 0ol
037 004 007 001
034 002 000 000
032 004 000 000
000 000 000 000
000 0090 000 000
000 000 000 000

Clave: A, B, C v D vedse metodologia, Fase A.

F: Peso fresco.

S:

Tratamiento A: Rango (x)

Peso seco.

X
pE

=l

Ps

w0n

PE

= 49.88
= 7.12

= 41.73

180

Tratamiento B: Rango (r) =

X = 68.36
pf

X = 4.95
Ps

s = 35.55
job

s = 3.01

156



PF, PS
(mg)

7.24

751

7.24

8.06

50 + 14.27
261

i i

TRATAMIENTO
FIGURA I. Peso fresco| | y peso seco (mg) promedio de los

callos obtenidos a 28 dias on los distintos trata.
micntos . EL numere arriba de la barra indica el porcen.

taje de peso seco promedio con respecto el peso fresco.
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Tratamiento C: Rango (r) = 195 Tratamiento D: Rango (r) = 172
X = 84.30 X = 57.72
pE pf
X = 6.10 X = 3.50
bs ps
S = 53.29 S = 46.94
pf pf
S = 4,21 s = 2.83
Ps ps

-~ Respuesta morfogenética a los 28 dias:
A, B, Cy D; callo amarillo, consistente, poco friable y
con olor ligeramente agrio. Este callo no permite el estableci-—

miento de cultivos celulares.

Tabla 3. Asignacidén de rangos para la prueba de Kruskal-

Wallis, basado en la tabla 2 (peso fresco), (vedse apéndice E).

Tratamiento:

A B C D
9.5 9.5 9.5 9.5
9.5 9.5 9.5 9.5
9.5 9.5 9.5 9.5
9.5 9.5 34.5 9.5
9.5 21.0 37 .0 9.5
9.5 34 .5 39.0 19.0
22.5 39.0 46 .5 20.0
24 .0 a4 .0 48.5 22.5
25.0 45 .0 55.0 26.0
27.0 46 .5 56 .5 28.5
28.5 51.0 59.0 30.0
34.5 56 .5 65.0 31.0
34 .5 61.0 69.5 32.0
41 .5 61.0 74 .0 39.0
41.5 " 65,0 75.5 .. 48.5

43.0 67.5 77 .0 51.0
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Tratamiento: A B C D
51.0 71.5 78.5 63.0

53.5 71.5 80.5 65.0

53.5 73.0 82.0 67 .5

58.0 78.5 83.5 69.5

61.0 80.5 85.0 83.5

75.5 86 .0 91.0 87 .0

90.0 88.0 92 .0 89.0

R = 821.5 1179.0 1358.0 10192.5

Resultado del analisis de Kruskal-Wallis:
- H-= 12.528101

H'= 12.626277
Existen diferencias significativas en los resultados de peso
fresco para los tratamientos utilizados con una probabilidad del

99% {(H tablas = 11.345).

Comparacidén mdltiple:

Nimero de comparaciones = 6

1) A vs B |821.5 - 1179.0| = 357.5
2) A vs C |g21.5 - 1358.0| = 536.5
3) A vs D l821.5 - 1019.5] = 198.0
4) B vs C |1179.0 - 1358.0| = 179.0
5) Bvs D 11179.0 - 1019.5| = 159.5

6) c vs D 11358.0 - 1019.5 | 338.5 -

i
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g (0.01, 4,=0) = 4.403
4.403 x 31 = 136.493

por lo tanto

A ¥ B
A¥C
A¥D
B # C
B #¥ D
C#D

Orden de efectividad a 99% de probabilidad en la induccién
de callo en los distintos tratamientos, evaluada en peso fresco

obtenido:

C>»B>D>» A

Qbservéciones microscépicas. Tomando las porciones del ca-
llo fdrmado Y dbservando del centro hacia afuera encbntramos
los sigulentes tipos celulares. Céluias protraqueales (denomina
das asi por Havranek y Novak (1973) agrupadas en racimos y que
se distribuyen hacia las orillas formando ramificaciones (Figu—
ra 2), células indiferenciadas tipo parenguima con formas polié
dricas (Figura 3) a irregulares (Figura 4), células protraguea-
les aisladas en células de tipo paréngquima, hacia la orilla cé-

lulas gigantes indiferenciadas (Figuras 5, 6 y 7) facilmente



~
disgregables en grupos aislados (Figura 8) . Se obsexvan también

células de tipo parénquima 1ibres en pequefios y medianos agredga

dos (Figuras 9 y 10).

Figura 2. células protragqueales agrupadas en racimos en la poxr

cidén central del callo (amplitud 51.2x) .
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Figura 5. Célula indiferenciada gigante en los limites del ca

llo (amplitud 64x). | .

Figura 6. Acercamiento de la figura 5 (amplitud 256x).




célula indiferenciada gigante en los 1fimites del ca-

1lo (amplitud 128x).

células indiferenciadas gigantes aisladas alrededox

del callo (amplitud 128x) .




Figura 9. Agregado de cé&lulas indiferenciadas tipo pParénguima

alrededor del callo (amplitud 51.2x).

Figura 10. Agregado de células indiferenciadas tipo rarénguima

libre alrededor del callo (amplitud 128x%) .




V. Resultados.

2. Fase B. Mantenimiento.

Medio

Respuesta Morfogenética.

MA

MC:

ME:

Callo blanco,

a 1 mm de longitud.

Callo blanco,

a 1l mm de longitud.

Callo

0.1 a

Ccallo

amarillo, formacién de
1 mm de longitud.
amarillo, formacidn de
1 mm de longitud.
amarillo, formacidén de
0.5 mm de longitud.
amarillo, formacidn de
1 mm de longitud.
amarillo.

amarillo.

brotes

brotes

brotes

brotes

incoloros

incoloros

incoloros

incoloros

de

de

de

de

35

formacién de brotes incoloros de 0.1

formacidén de brotes incoloros de 0.1
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Tabla 4. Peso fresco y seco (mg) obtenido a 22 dias de man—

tenimiento en los distintos medios.

Frasco \ PFT PFF DPF PSF
MAl 020 121 101 008
MA2 090 196 106 016
MA3 060 125 065 014
MA4 040 083 043 011
MAS5 010 148 138 017
MB1 S 030 180 150 ‘ o018
MB2 030 160 130 017
MB3 060 156 096 015
MB4 040 ‘ 127 087 015
MB5 010 095 085 010
Mcl _ 030 245 215 021
MC2 040 253 213 023
Mc3 ... 020 065 . 045 007
mca . 030 . 089 : 059 011
MC5 : 050 103 - 053 011
MD1 ‘ 040 100 - 060 011
MD2 . 030 052 022 007
MD3 030 156 126 016
MD4 030 126 096 013
MD5 . . 060 326 266 030
MEL 030 098 068 009
ME2 ‘ ' 040 127 087 010
ME3 030 074 044 009
ME4 . 030 157 127 015
ME5 090 143 053 014
MF1 040 135 095 014
MF2 050 089 039 013
MF3 060 053 000 006
MFr4 080 078 000 009

MF5 _ 030 070 040 00¢°
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Frasco ' PFXI PFF DPF PSF
MGL 060 095 035 006
MG2 040 090 050 009
MG3 130 198 o68 019
MG4 , 030 127 097 014
MG5 o ' 060 109 049 014
MH1 040 116 076 013
M2 060 045 (o]e]0] 007
M3 060 136 076 014
ME4 020 214 104 017
M5 070 120 050 013
Clave: PFI: Peso fresco inicial (dia O).

PFF: Peso fresco final (dia 22).
DPF: Incremento en peso fresco del dia 0 al 22.
PSF: Peso seco final.

MA: =PFI = 220 _ MB: = PFI = 170 MC: E.PFI = 170
EPFF = 673 = PFF = 718 . = PFF = 755
Z=DPF = 453 , ¥ DPF = 548 = DPF = 585
E£PSF = 066 . £ PSF = 075 % PSF = 073

PFI = 044 PFI = 034 PFT = 034
PFEF = 135 : PFF = 144 PFF = 151
DPF = 091 DPF = 110 DPF = 117
BSF = 013 PSF = 015 PSF = 015

MD: = PFI = 190 ME: = PFI = 220 : MF: = PFI = 260
. PFF = 760 = PFF = 599 ' < PFF = 425
£ DPF = 570 S DPF = 379 £ DPF = 174
£ PSF = 077 £ PSF = 051 X_PSF = 051

PFT = 064 PFTI = 044 PFI = 052
PFF = 124 ’ PFF = 120 PFF = 085
BPrF = 114 DPF = 076 DPF = 035
PSF = 015 PSF = 013 PSF = 010




MG:

320 MH: Z PFI =

s PFI =
= PFF = 619 £ PFF =
£ DPF = 299 < DPF =
TPSF = 062 LPSF =
PFI = 064 PFI =
PFF = 124 PFF =
DFF = 060 . DPF =
PSF = 012 PSF =

Tabla 5. Asignacibén de rangos

250
631
396
064
050
i2e6
079
013

39

para la prueba de Kruskal-—

Wallis bagsada en las diferencias de peso fresco de 0 a 22 dias

(DPF = PFF -~ PFI) .
MA MB MC
08.0 23.0 10.0
18.0 24.5 14.5
30.0 27.5 16.0 -
31.0 34.0 38.0
35.0 36.0 39.0

R} = 122 .0 145 .0 117.5
MF MG MH
02.0 05.0 - .02.0
02.0 11.0 12.5
06 .0 12.5 21.5
07.0 19.5 21.5
26.0 29.0 37.0

Ry = 43.0 77 .0 94.5

Resultado de la prueba de Kruskal-wallis (Apéndice E):

H = 10.22647

H'= 10.23607

04.0
17.0
27.5
32.0
40.0

120.5

09.0
14.5
1.5
24 .5
33.0

100.5
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H (tablas) a probabilidad (4= 0.05) = 14.067, por lo que
se acepta que con esa probabilidad no existen diferencias sig-—

nificativas entre los tratamientos utilizados.

Observaciones microscdpicas. Se encuentran basicamente los
mismos tipos celulares gue los observados en la fase de induc-—
cidn, con algunas diferencias en el arreglo de las células pro—
traqueales que ahora se encuentran dispersas por todo el callo
y no en blogues compactos. Los brotes incoloros de las orillas
estadn formados por células gigantes del mismo tipo de las encon
tradas en la induccidén pero con un tamafio considerablemente ma-

yor.
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V. Resultados.

3. Fase D. Extracto de F. oxysporum en cultivo de callo.

Tabla 6. Peso fresco (mg) obtenido a los 22 dias.

Frasco Frasco

EE PFI PFF DPF EF PFT PFF DPF
D1 140 223 083 El 120 127 007
D2 030 057 027 E2 060 062 002
D3 080 082 002 B3 060 067 007
D4 060 096 036 E4 040 056 0le
D5 040 075 035 E5 080 080 000
D6 130 242 112 EG 030 030 000
D7 060 123 063 E7 100 100 000
D8 070 071 001 E8 090 093 003
DS 070 079 009 E° 030 057 027
Dio 070 118 048 E10 060 0ooeg 008
D11 080 155 075 Ell 070 073 003
D12 050 109 059 El2 100 117 017

Clave: PFI: Peso fresco inicial.
PFF: Peso fresco final.

DPF: Incremento en el peso fresco de 0 a 22 dias.r

EE: SPFI = 880 EF: S PFL = 840
’ S PFF = 1430 LPFF = 930
SDPF = 550 $DPF = 90
PFI = 73.3 : PFI = 70

PFF = 119.2 PFF = 77 .5

bPF = 45.8 DPF = 7.5
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Tabla 7. Tabla para la suma de rangos de Wilcoxon, basada

en los incrementos en peso fresco a los 22 dias ( vease apéndi-

ce F).

Par EE EF DIF RANGO
1 083 007 +076 +11

2 027 002 +025 +05

3 002 007 -005 -02

4 036 016 +020 +04

5 035 000 +035 +06

6 112 000 +112 +12-
7 063 000 +063 +09

8 001 003 -002 -0l

9 009 027 -018 -03

10 048 008 +040 +07

11 075 003 +072 +10

12 059 017 +042 +08

Suma de rangos positivos: 72

Suma absoluta de rangos negétivos: 06

Ts = 06, n = 12

~4 = 0.0046 para Ts = 7, por lo tanto hay diferencias signi-

ficativas en los dos tratamientos con una probabilidad del 99%.
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VI. Discusidén y conclusiones.

ILa utilizacidn de los medios MS y BDS muestran claramente la
existencia de diferencias en cuanto a la velocidad, porcentaje y
cantidad de callo formado y su estrecha relacién con las combina-
ciones hormonales empleadas.

El medio BDS presenta, en cuanto a los macroelementos, re—
duccidn en las concentraciones de nitrato, amonio y calcio y au—.
mento en la cantidad de fosfato y potasié con respecto al MS, y
en cuanto a los microelementos en el BDS se presenta un aumento
de 100 veces en la concentracidn de la tiamina, aungue el efecto
de estas diferencias parece no ser determinante sin la conjun—
cidén de.las concentréciones hormonales, en donde se observa gue
la adicidn de 2,4-D, AIA v K (1 mg/l) resulta ser mejor en el
medio BDS pero no asi en el medio MS en donde resulta mids adecua—
da la concentracidén del 2,4-D (1 mg/l) v el AIA yv la K (2 mg/l).

La cauéa de este fendmeno no tiene una explicacidn atn cla-
ra, pero abre una gran interrogante en cuanto a las relaciones
reguladores—medios de cultivo.

Si bien los resultados en cuanto a la velocidad y porcenta-
je de induccidn de callo son meramente estimativos (dado gue no
existe un crditerio Gnico para denominar a un tejido como callo),
las pruebas basadas en el peso fresco obtenido permiten estable-

cer decisiones estadisticas en cuanto a la cantidad de material
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cbservablemente indiferenciado. Para é&sto la prueba de rangos mﬁ;
tiples de Kruskal-Wallis y la comparacidén mGltiple subsecuente .re
sultan las pruebas mas demostrativas.

En lés observaciones microscépicas, sin embargo, observamos
la presencia de céiulas indiferenciadas y diferenciadas gque ade-
mas de impedir, estas Gltimas, el buen establecimiento de los cul
tivos celulares hacen cuestionar la presencia de este tejido como
un callo verdadero. Pexro a pesar de ello, es este material el de
mejor calidad cbtenida en el transcurso de los afios v gque si bien
nos limita para algunas investigaciones, si nos permité realizar
otras.

Se recomienda pues, con la aclaracidn hecha, como el mejor

medio de trabajo para la induccidn de callo de Allium sativum ;

BDS + 2,4-D (1 mg/l) + AIA (1 mg/1) + K (1 mg/1).

Ahora bien, es posible extender esta recomendacién a la fa-
se de mantenimiento, en la cual no se observaron diferencias sig-
hificativas en cuan£o~a la cantidad de peso fresco dbtehido para
las distiﬁtas combinaciones hormonales pero si se observaron ca-
racteristicas de organogénesis en la formacidédn de brotes incolo-
ros en todos los medios en donde el 2,4-D esta ausente o en con-
centracidén menor a 1 mg/l, independientemente de las concentracio
nes de AIA y K, por lo gque es recomendable no eliminar el 2,4-D
en el mantenimiento.

con réspecto al efecto causado por el extracto de Fusarium
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oxysporum en cuanto a la reduccién o inactivacibn del crecimiento
en callo (efectos que son demostrados estadisticamente con la Prue-
ba de Wilcoxon) podemos decir gue la extraccidn resulta ser adecua-—
da, pues no se degrada la toxina involucrada y el efecto causadc a
nivel de cultivo semisdlido hace posible su uso como modelo para‘
estudios de seleccidn.

Es necesario continuar con los estudios en este campo. A cor-
to plazo eg indispensable conocer aspectos como: la fitotoxina in-—
volucrada en el proceso, los cambios cariolbgicos y de metabolitos
secundarios causados, la técnica de seleccidn in vitro y los meca-

nismos de propagacidn (organogénesis y embriogénesis).
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APENDICE A.

TABLA 1. Produccidn Nacional de Ajo.

Afio Superficie (Ha) Rendimiento (T/Ha) Produccidn (T)
1925% 830 3.76 3128
19301 1031 3.40 3510
19402 2504 2.31 5797
19703 ‘6585 4 .40 28998
19773 7213 4 .36 35049
19783 7722 6.17 47632
19793 8933 6.72 59987
19803 6196 7 .63 46750
19813—4 5358 ’7.45 _ 39916
198277 3988 8 .44 33677

1. Fuente: Direccidn de Economia Rural, S.A.F., 1941.

2. Fuente: =zavala, 1984.

3. Fuente: Direccidn General de Economia Agricola, S.A.R.H., 1982.
4. Estimado.

TABLA 2. Produccidn de ajo por estado (1982).

Estado sup (Ha) Rend  (T/Ha) Prod (7T)
Aguascalientes 785 9.60 7535
Guanajuato €50 8.99 5843
Puebla . 617 9.33 5758
Queretaro 557 ’ ' 8.24 ' 4589
Zacatecas . ' 525 . . 6.84 : 3592
B.C.N. 285 8.00 - 2280
S.L.P. 235 ‘ 6 .96 1635
Otros 334 7 .32 2446

Fuente: Direccidn Gereral de Economia Agricola, S.A.R.H., 1982.



APENDICE B.

Composicidén de los medios MS (Murashige y Skoog,

(bunstan vy Shoxrt, 1977).

Reactivo

Nitrato de potasio (KNO3)

Nitrato de amonio (NH4NO3)
Sulfato ferroso (FeSOq. 7H20) »
Sulfato de magnesio (MgSO4. 7H0)
Sulfato de amonio ((NHgh)2S04)
Fosfato monobdsico de sodioc (NaH3PO4. 2H30)
Fosfato moncbdsico de potasio (KH2PO4)
Fosfato de Amonio (NH4H2PO4)
Cloruro de calcio (CaCly.2H2O0)
EDTA .Naz

Sulfato manganoso (MnSOg. 4H30)
Sulfato de zinc (ZnSO4. 7H0)
Sulfato cuproso (CuSO4. 5H20)
Cloruro de cobalto (CoClp. 6Hy0)
Yoduro de potasio (KI)

Molikbdato de sodio (NaMoOg. 2H30)
Acido bbdrico (H3BO3)

Glicina

Tiamina .HC1

Piridoxina .HC1

Acido nicotinico

m-inositol

Sacarosa
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1962) y BDS

Concentracidén (mg/1)

MS

1200.00
1650.00

27 .80
370.00

170.00

440.00
37.30
22 .30
'8.60

0.03
1 0.03
'0.83
0.25
6.20
2.00
0.10
0.50

0.50

100.00

~ 30000.00

BDS

2530.00
320.16
27 .80
247 .00
134 .00
172 .00

230.06
150.00
37 .25
13.20
2.00
0.04
0.04
0.75
0.25
3.00

10.00
1.00
1.00

100.00.
30000.00



APENDICE C.

Modo de preparacién.del medio MS (Murashige y Skoog,

basado en Soriano, 1977.

Solucidn 1.

Nitrato de amonio (NH4NO3)
Nitrato de potasio (KNO3)

Fosfato monobasico de potasio (KHpPO4)

Sulfato de magnesio (MgSO4.7H0)
HoO cbp 1000 ml

Solucién 2. - N

Cloruro de calcio (CaCl;.2H50)
HoO cbp 250 ml

Solucidn 3.

Sulfato ferroso (FeSO04.7H30)
EDTA. Nap
HoO cbp 250 ml

Solucidn 4.

Acido bérico (H3BO3)
Sulfato manganoso (MnSO4 .4H30)
voduro de potasio (KI)
Sulfato de zinc (ZnsSOg4 .4H30)
Stock A

' HoO cbp 250 ml

Solucidn 5.

Glicina
m—inositol
Acido nicotinico
Piridoxina.HCL
Tiamina .HCL

H,0 cbp 100 ml

- e
WHYO

11.0

] .
NN ow
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1962),

QW QWY

0.695 ¢
0.9325 g

0.155 g

0.5575 g
20.75 mg

0.215 g

2.5 ml

MU O

leNoNeNoNe)

my

mgy
mg
mg
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stock A.
Molibdato de sodio (NapMoOg .2H30) 0.5 g
sulfato cilprico (CuS0O,4.5H0) 50.0 mg
Cloruro de cobalto (cocl, .6H50) 50.0 mg
H,0 cbp 200 ml
Medio de cultivo: Solucidn 1: 100 ml
Solucidn 2: 10 ml
Solucidn 3: 10 mi
Solucidn 4: 10 ml
Solucidn 5: 10 ml
Sacarosa 30 g

H,0 cbp 1000 ml
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APENDICE D.

Modo de preparacidn del medio BDS (Dunstan y Short, 1977).

Solucidn 1.

Sulfato de amonio ((NH,) 550,) 1.34 g
Nitrato de amonio (NH,/NO3) 3.20 g
Nitrato de potasio (KNOj) 25.30 g
Sulfato de magnesio (MgSO,.7H50) , S 2 2.47 g
, HoO cbp 1000 ml1 ' ;

Solucidn 2.

Cloxruro de calcio (CaCls.2H30) 3.75.¢g
HoO cbp 250 ml

Solucidn 3.
Sulfato ferroso (FeSO,.7H0) S . 0.9201 g
EDTA.Nao - ‘ . 0.9312 g
Hp0 cbp 250 ml

Solucidn 4.

Fosfato de amonioc (NHH,PO,) - B ' . 5.75 g
Fosfato moncbisico de sodio (NaH2P04.2H20) 4.30 g
H50 cbp 250 ml S

Solucidén 5.

Acido borico (¢ 4BO : 75.0 mg
Sulfato manganoso %MnSO -4H 50) 0.33 g
Sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) 50.0 mg
Yoduro de potasio (KI) _ 18.0 mg
Stock B , 2.5 ml

H,O cbp 250 ml




Soludién 6.

Tiamina .HCL
m~inositol

Piridoxina.HCL
Acido nicotinico

stock B.

H50 cbp

100 ml

Molibdato de sodio (Na2M004.2H20)
sulfato ciprico (CuSO4.5H50)
Cloruro de cobalto ( CoCly.6Hp0)

Medio de cultivo:

HpoO cbp

Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
solucidn
Sacarosa
H0 cbp

200 ml
1: 100
2: 10
3: 10
4: 10
5: 10
: 10
30

1000 ml

ml
ml
ml
ml
ml
ml
g

i
ocoHoO
L] L]
cOoOOoH

L
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g
g

3 3QWQ

g
mg
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APENDICE E.

Prueba de rangos mialtiples de Kruskal-Wallis (Cortada de Ko-

han y Carro, 1972; Hollander y Wolfe, 1973).

Para determinar la existencia de asociacidén entre una varia-
ble medida con escala nominal y otra variable medida con escala
ord%nal, vamos a utilizar la prueba denominada de Kruskal-Wallis.
Esta prueba no se realiza sobre la frecuencia de las observacio-
nes, sino sobre los valores o categorias de las mismas. Su objeto
reside en calcular un estadistico H, que en el modelo tedrico se
distribuye_como la funcidén de densidad de ji cuadrada. La prueba
puede realizarse siempre que a cada categoria de la escéla nomi-
nal le correspondan, por lo menos, cinco valores de la eécaia or—
dinal. El nimero de grados de libertad .estd dado por el nimero de

categorias de la escala nominal (X) menos 1.

El estadistico H estd dado por;

2 ,
_ 12 R )_ W
H N (D) (Z, nJ 3 (N+1) S

Donde:
H = Valor gue se distribuye como ji cuadrada para grados de
livertad igual a XK-1, en el caso del modelo estocidstico tedrico.

Nk= Cantidad total de observaciones‘=z:nj.
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Rj = Suma de los valores tedricos de los ranéos de la catego-
ria j.
nj = Cantidad de observaciones de cada categoria j.

K = Nﬁmero‘de categorias de la escala nominal.
El cdlculo de H se modifica en el caso de datos ligados (cb-

sexvaciones empatadas), pues el valor de H dado por la f£férmula (1)

se corrige;

H' (H corregida) = —H2 __ _ ‘ o (2)
: 1-D -
Donde; D = E%E— T = t3 - t
: NY-N
t = nimero de datos ligados en un mismo orden.

' La prueba plantea que;
‘HO : Tl = ...TK
Ha : No todos los tratamientos son iguales.
El procedimiento es el siguiente;
1. Se_asignaréh ;angOS a las N dbservacionesbdbtenidas de
menor a mayor. Para datos ligados se establecera el valor inter-
medio de los rangos correspondientes, Asi i3 denota el rango de

Xij -

i

2. Teniendo que j 1,.-.., K
R3 = Zrij
Asi, por ejemplo, Ry es la suma de rangos recibidos en el

tratamiento 1.
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3. Se despejara la férmula (1).

4. 8i existiesen datos ligados se despejard H' con la férmula

(2) .

5. A nivel de significanciasy n)5,

Rechace Ho si H3 Probabilidad dex a g.l. = K-1

Acepte Ho si H< Probabilidad de;z a g.l. = K-1

Si H Probabilidad de4£ a g.l. = K-1, podemos determinar las
diferencias entre cada tratamiento en base a la comparacidn milti-
ple de 1os-valores Rj mediante el siguiente procedimiento:

1. Determine el nGmero de comparaciones (N.C.):

2. Teniendo que;

Tu # Tv si: ‘Ru'—.RV‘Z q(“vK;n) {jglggzll

Donde: Tu v Tv = tratamientos comparados.

Ru y Rv

-

2:::'angc;s, de los tratamientos comparados.
ok = nivel de significancia.

3. Establezca |Ru—Rv‘ para cada comparacidn y las diferencias
entre ellas a partir dél valor de g(«,K,n) gue se obtiene de la ta
bla de valores criticos seleccionados para rangos de K.

Cuando n$5 debe consultarse tabla especial para valores de

Kruskal-Wallis (Hollander y Wolfe, 1973).
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APENDICE F.

Prueba de Wilcoxon para dos muestras (Sokal y Rohlf, 1973).

Cuando en estadistica no paramétrica se requiere trabajar o
comparar uUnicamente dos tratamientos o muestras es comin recurrir

a la prueba de Wilcoxon, gue establece;

Ho: Las dos muestras (n1 v n2) provienen de una poblacién

. gque tiene la misma distribucién.

\

Ha: nq ¥ 1, tienen diferente distribucién.

i

18

;lbl'La p‘uéba‘utilizada para igual ndmero de observaciones por
éréfémiento consiste en’calcular un estadistico Ts bajo el éi—
guiente«prbdedimiento: |

1. 6rdehe log datos de uno ybotro tratahiento POr pares.

2. Compute las diferencias entre los n pares de cbhservacio—

nes y denominese como D.

1

3. Asigne rangos a estas diferencias de menor a mayor sin

importar el signo.

4. Asigne a los rangos el signo original de las diferencias.

5. sume los rangos positivos y negativos separadamente. La

suma menor en valor absoluto, Ts, comparese con los valores criti

cos para la suma de valores de Wilcoxon.

6. Establezca nivel de confianza.
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