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RESUMEN. 

En el presente trabajo se analizó la respuesta morfogenética 
de embriones zi~óticoa de ~ stramoniym L. cultivados· in 
Yil.r.2· 

El medio básico fue el propuesto por Hurashige y Skoog, 
( 1962) y fue suplementado con las auxinas AIA y ANA y las 
citocininas BA y K para inducir la rnorfogénesis. Se utilizaron 
las concentraciones O.O, 0.1, 1.0 y 10,0 micromolar (µM], 

Se hicieron experimentos bifactoriales completos, 
utilizando una nuxinn con una citocinina en todos sus posibles 
combinaciones entre loe cuatro niveles (concentracioncel de cnda 
hormona. Cada barrido hormonal constó de 16 tratamientos con 8 
repeticiones por tratamiento 1128 unidades experimentales por 
barrido hormonal), Loe parámetros cvnlundos fueron: Producción de 
callo (Peso Seco y Peso Fresco) (grs.) 1 Número de Raíces y Número 
de Brotes, 

Los reguladores de crecimiento que resultaron determinantes 
para la callogénc11is (Evaluada como Peso Seco y Peso Fresco) 
fueron 1ns auxinas en sus dosis más altas 1.0 y 10,0 [µH] 1 pero 
especialmente la auxina ANA que tuvo un efecto callogcnético mñ.s 
significativo que ln auxinu AIA. La citocininn más cnllogénica 
fue BA en sus concentracioneR 1.0 y 10.0 (11M]. 

La fitohormona que tuvo un mejor efecto rizogénico fue la 
auxina ANA especialmente en ln concentración 1.0 1 )JM}. J.a nuxino 
AIA no produjo diferencias significativas debidas al trntamiento 
al nivel de confianza de 5 X en el ami1iais de varianza 
realizado, El efecto de la citocininas en la rizogénesis fue 
antagónico ya que cd incremento en las dosis de las dos 
citocininas empleadas en combinación con las auxinns inhibió ln 
rizogéncsis, los mejores trall\mlentos pnrn Jn rizo~énesis 

resultaron aquellos en los que lne auxinas nctuuron en ausencia 
de cualquier citocinina. 

En cuanto a ln caulogéncsis • la mejor respuesta observada fue 
la producida por la citocininn HA en su concentración 10.0 fµM). 

La formación de brotes fue generalmente inhibida. por las 
auxinas ya que el incremento en la concentración micromolar de la 
o.uxinne tiende a disminuir Ja caulogénesis, La interacción 
Auxina/Citocininn fue altmente significati\·a pero nntas6nicA. paro 
lo caulogéncsis. 



1 , O INTRODUCClON 

La fase eeporofít.icn de las espermatof1tas se inicia con 
el evento de la polinización seguida de la fertilizaci6n lo 
que invariablemente conduce nl desnrrollo del cigoto en un 
embri6n. Este embrión se encuentra incluido en el tejido 
materno durante todo su vida embric.naria y por lo tanto 
oculto al ojo del investigador. Es claro que C!} 1nve~Jtigador 
debe frecuentemente interrumpir y auprlmir el desarrollo 
embrionario para conocer algún aspecto del proceso. Esta. 
ineludible manera de proceder ha hecho de la embriolo"ia 
veget.al en muchos casos unn ciencia 11eramcnte desc.:riptivn. 

' 
Actualmente, entre laa t~cnicns de cultivo de tejidos 

vegetales 1n Yl.k2 el cultivo de embriones es una 
herramienta poderosa, que inclusive permite al investigador 
ohservnr el desarrollo embrionario como un proceso de 
continuos cambios. Adrmás de ser utilizado. para resol\'er un 
smplin gnma de problemas, ya que 11Sando estn técnica se 
esperu resolver interrogantes tales como: Los requerimontos 
nutr ic ionalcs y f is ió log i cos del desarrollo cmbr ionario y de 
la germinación, el control de la embriogéneeis, efecto de 
las fitohormona~, utilidad del suspensor 1 además de 
numerosas nplicucionr.s prácticas. Entrl'.! lu.s que podemos 
contnr como las má.s importantes, el uso del cultivo de 
embriones para vencer la dorma.nci11 natural de la~ se11illas. 

Sin embargo, ln aportación más tr1:1.sccndente del cultivo 
de embriones zigóticos ha sido el uso de esta técnica para 
superar la in\'lnbil id ad de embriones h1bridos de cruzns 
intcrespccfficns y aún intcrgeni;ricns, abriendo con esto las 
posibilidndcs de reunir genotipos vul lasos de dos especies 
diferentes en un solo individua, 

En esta i.nveetfgación se t1t1liz6 el cultivo de embriones 
zig6ticos con un propósito rarn vez empleado: el uso de 
estos embriones como fuente de explantrs pnra. el estudio de 
su morfogénesis in ~1 para la cual se util i.zó el tejido 
más totipotencinl de que se puede disponer, el embri6n. 



2. O AllTECEDBNTES. 

2, ¡ Origen Geográfico. 

La especie 'QliYtA etram.onium fue descrita por: Li,.Me.o_ ,en 

1753, y aunque no ee conoce con certeza el signi~i_cado del

epíteto específico stramonium se cree proviene del Vocablo latino 

atruaa que significa "paperas" (Blanquez 1981), o bien, 

"hinchado" (Satina y Avery-, 1959), 

Actualmente ,D. stramonium tiene una dietribuci6n 

coe•opolita y es indudable que ha acompañado al hombre a travee 

de sus inumernbles migraciones por las regiones templadas del 

mundo desde épocas ancestrales, De manera que esta es seguramente 

la causa de que actualmente encontremos D:• stramonium en los 

seis continentee 1 lo cual ha hecho difícil que se unifiquen los 

criterios de diversos bot~nicos acerca del or{gcn geográfico de 

n.. etramonium 

Linneo consideró a ,O:. stramonium como originaria de América. 

Otros botánicos le atribuyen su or{gen en Sudamárica o Europa. 

Agunos en cambio hacen a esta especie originaria de Asia, (So.tina 

y Avery 1 1959 ) • Al respecto Safford, {1921) le atribuye a I!• 

~.1!!!.! su habitat natural en América ya que en el continente 

europeo nunca se encuentra en estado silvestre mientras que en 

América RU rango de dislribución es desde el noreste de América 

hasta Sudamérica y que fuC' introducida muy pronto por el hombre a 

las regiones templadas de Asia, Europa, y Af rica. La notable 

diversidad del género ~ presente nuestro país ha 

pcrmi tido afirmar que este género tiene su orí gen geográfico 

Héxico y que las especies de Dnturn se han originado on las zonas 



desérticas de lo que o.hora es conocida como México, y que los 

once taxa conocidos que crecen en México diez han sido 

reconocidos como especies nativas mexicanas ( Bye, 1989), 

Es importante mencionar que el nombre común de Jl.. stramonium 

en Japon "yoshu" signi tic a "cx:tranjero" lo cual nos per11i te 

suponer que en este lugar es seguramente una especie introducida 

(Sattord 1 1921b¡ So.fford 1 1922, CitndoR por Satina y Avery, 

1959). 



Figurn N' 1 !!f\...!:.Yl:A stramonium, 

2 .1.1 Descripción Botánica 
~ atramonium L 1 Sp. Pl. 1: 179, 1763, 

Esta especie pertenece a la sección Stramoniusn (Scop.) Bernh. 
Es una planta arbustiva herbñcea, robusta, y rnmooa, de 30-70 cm 
de altura, hermafrodita 1 anual, finamente pubeocente cuando joven 
y glabra en estado adulto. llniz axonomorfa. Hojas simples 1 

enteras 1 al ternas, largamente pee ioladas de 5-15 cm de largo, con 
limbos ovales, inequiláteros 1 puntiagudos, base cuneada u obtusa. 
Floree perfectas¡ actinomorfas: cáliz gamosépalo, tubiforme cinco 
lobado en el ápice de 3-4 cm de longitud; , corola simpétala 
blanca o purpúrea pálida, infundibullforme 1 de 5-7 cm de 
longitud,3-4 cm de diámetro; estambres 5 , epipétalos, introrsos 1 

de anteras purpúreas en las plantas con flores purpúreas y 
blancas en las plantas con flores blancas; ovario súpero 
imperfectamente 4 !ocular, r.iultiovulado¡ estilo si11ple mfi.s corto 
que la corola con estigma bi lnmclado. Fruto erecto capsular 
cuatro valvado 1 pericárpio armado con espinas fuertes y 
des iguales. Semillas discoideae, comprimidas 1 imperf ectnmer1le 
reniformes 1 negras con embrión periférico, endospermo amiláceo, 
de placentnci6n central; Número cromosómico ( 2n:::24). Florece de 
julio a agosto. Distribución cosmo¡.iolita. (Hatuda,1952¡ Satina. 1 y 
Avery, 1959¡ Schultes 1 1982b, ), 



2•1.2 Pos·ieión· Taxonómica. 

REINO.,,,,,,,,,,,,,,,;•••• ••• 
DIVISION •• , , • : , , •••• , •• • •. , •• 

'CLASE ••• '.., ••••••••• , •• • ••••• 
SUBCLASE •• ,, •••••• ,.,,, ••• ,,. 
ORDEN,,. •• , ...... , .......... . 
PAHILIA •••• ,.,.,,, •• ,,. •. • ••• 
GENERO •• , .. , •• • ......... ••••. 
ESPECIE •• ,.,, •• , •• ,., •• , •• , •. 

Fuente: Cronquist A. 1981. 

Vese tal 
Magno l iophyta 
Magno l iopa ido 
Asteridae 
Solanalea 
Solanaceae 
l1M.\!l:l! L • l l 7 3 7 ) 
11 • J>.U_l\l!&lli.llm L • l l 7 5 3 ) 

2 .1. 3 Nombres Comunes de º-ª.J.!!..t.n ~...ll:.run.Q_l'Ú.!!ID 

Origen del Nombre 
Nombre Común 

India Oriental Dutr-a. 
Dhe.tura. 

Inglés """Downy Thorn Apple. 
Thorn Apple. 
Stink Weed, 
Rnving Night Shade. 
Ji.mson ¡.,·eed. 

Francés Po mm e épineuse. 
Po mm e de Oiablc. 
Her be au• Sorc iere. 

Alemán Oornnpfel. 

Holandés Doornappel. 

Japones Yoshu, 

Re fercncia. 

( Satina, 1959) 

l Satina, 1959' 

l Hadueño, 1973) 

( Satina, 1959) 

( Satina, 1959) 

( Satina, 1959) 

Nf\huatl (México) Tolohuaxihuitl. (De ln Cru2-Badiano 1 1964' 
1'1Upntl. ( Sahagún, 19381 
Toloac:hto, ( Sahagún, 1938) 
Ntlf;O.ZUl. {Diaz, 1979) 

Hu l cho! (México) Kicli-sa. ( Oiaz, t 979) 

J tAli fUlO Nace Puzza. 
Noce Spinosa, 
Hczzetoni. IHadueño., 1973) 

Español Higuera <lel Inl'iel'r\O 

1973 ,, EstrAmonium. 
Hierba Hediondo.. j Hadueño1 

Tabla NQ 1. Nolilbres C1Jmunes de D.f!.t!U'-ª strnmonlum. 



2.1.4 Sin6ni•os de llA1l.ll:A atromoniqm. 

Debido a la extraordinaria variabilidad morfol6gica- que 

presenta .U· atramonium diversos tax6nomos han descrito como 

especies diferentes a muchas de lae variantes morfol6giCas- de .n~ 

~.iY.m· Actualmente conocen más de 20 sin6nimos de esta 

especie, de cntrr. los mucho~ sinónimos que se coriocen· los más 

importantes son: 

Q. :t.JWilA L. (1762) 

]2. 1M.r!!l.i1! Jacq, ( 1766) 

2. 2 Propledadee Hedlcinalea y Terapeúticaa del Género J2Jltlu:A 

2.2.1 Bl Conociaiento de laa Propiedades del G'nero ~ 
en el pasado, 

~ es un género cosmopolita que por sus notables propiedades 

peicoactivas ha de11empeñado un papel importante en la religión, 

magia, adivinación, brujería, y. la medicina tradicional de las 

más diversas culturas, en varios continentes desde épocas muy 

remotas, En ambos hemisferios las Da turas otros géneros 

relacionados son y hon e ido usados, como aluc ínógenos sagrndos, 

como en la mcdlcina nativa y en los ritos mágico-religiosos. 

En la cultura china, durante las dinastías Sung y Ming (960-1644 

n.c.} 1 lns Daturas eran ~onsideradns plantas sagradas, pues según 

una leyenda taoísta, cuando Budn prcdicnbn, las plantas de lill..t.'dl:!l 

eran regadan por un suave rocío que cc.ía del ciclo. En lu India 

se han conocido y apreciado sus propiedades desde tiempos 



inflamaciones del pecho, enfermedades de la piel y diarrea, 

(Schultes, l982a), 

En la Grecia clásica era un ingrediente fundamental en el 

ceremonial del oráculo de Delfos. ( Armstrons 1 1986). 

En la Europa medieval 1 la Wlu:§ junto con otras especie• 

solanáccas 1 que contienen loa mismos alcaloides del grupo del 

trepano, han constituido una parte importante del folklore y __ la 

mitología de muchos pueblos europeos (Schultes, 1982b). 

En el nuevo mundo como en ningún otro lugar 1 el género 

~ ha gozado de una importancia ceremonial comO 18. · qu·e /_~·_ie~e 

y ha tenido en Hesoa.mérico.. En el suroeste de loe:.· Est-adoáT·:~Un'id~s 
" ,. . : '~ . ,·.:<· ... ._;.~ ·_ 

donde los indios que habitaban el sur de California utilfzabañ ·a 

la 1lft.t..!!l:.ft como un alucinógeno mágico-religioso, en los-rituales 

de iniciación a la virilidad mRsculina que practicaban las tribus 

est.ablecidas en los valles de San Joaquín y Sacramento (Furst, 

1980). 

En la Mesoamérica precolombino., la ~ fue conocida por 

diferentes nombres como: tolohuaxihuitl (De la Cruz-Badiano • 

• 
1964} tlapatl ( Sahagún, 1938), pero el principal y que haeta 

la fecha subsiste es el de toloache que es una voz degenerada 

de tolo&tzin (cabeza inclinada} probablemente en alusión a su 

fruto caído. 

*En la edición de Pedro Robredo, de 1969 el tlapatl de Sahagún 
esta determinnda inexpl icnblemente como D.!llliJ:A ~111· Sin 
embargo, ln cnracterísticu. del tlapatl descrito por Sahagúu es la 
de tener un frulo en forma de "cabez11ela sin espinas, corno 
limones", característica que no guarda Q, .~.m. Lo. especie 
a la cunl se refiere Sahagún es seguramento ¡¿. ~. 

Cabe mencionar que para la especie .[!, strn11onium exiate la 
forma iner1.'11s cuya ca.racteristico. fundamental consinte 
presentar una cápsula con el pericarpio desarmado. 



Existen documentos como loe testimonios de Fray Bernardino 

de Sahagún 1 De la Cruz-Badiana y Francisco Hernández entre 
•• 

otros que se refieren a las aplicaciones terapéuticas que le 

daban loa Aztecas al toloache, en especial para aliviar los 

dolores reumáticos, reducir hinchazones, curar el insomnio y el 

1'laterum dolorem" De la Cruz-Badiana, 1964). Asi como para 

inducir alucinaciones y "borrachet•a" ( Sahagún 1 1938), 

En México ha persistido el uso del toloachc 1 tanto en 

ceremonias como elemento magico-religioso y como recurso 

terapéutico desde épocas remotas hasta nuestros d[as. 

En todas las fuentes históricas que aluden a las Daturas 

coinciden en mencionar que el abuso de esta planta provoca 

trastornos mentales irreversibles. 

** Fray Juan de Torquemada 1 tambien 
una planta medicinal sin embargo, por 
hace del tl,patl 1 segl1ramente no se 
otra planta completamente diferente, 
llill.nJu¡ 5l.Ql1!JUlll • 

se refiere al tlápatl como 
la descripción botánica que 
trata de una ~ sino de 
probablemente se trata de 

8 



2.2.2 El Conociaiento ,Actual do lau Propiedades del Ot\nero 
.l!llllrA· 

Todas las especie& del irénero ~ Junto con numerosas 

especies de diferentes géneros de la familia Solanaceac 1 como son 

HyocYamua, Hnnd rágora, lioJ .. ~ru!.l:J!, Brus:•ansia 1 

Brunfelsia 1 .ltft.t:.l!.A 1 y ~~-2..Il contienen compuestos 

quimicne similores, Sus principios activos básicamente la 

hiosciai:nina, atropina y escopolamina 1 todos alcaloides del grupo 

del trepano. (Schultes, 1982b), 

Pueden encontrarse en el género Daturn alcaloides menores 

relacionados quimic"amente como la norescopolamina la 

meteloidina, todos con conocidas propiedades narcóticas y 

medicinales las cuales producen una intoxicación que puede vnriar 

dependiendo de la dóais y cuyos síntomas son: malestar general, 

dilatación de pupilas (midriñsis) 1 parálisis de los 11.usculos de 

acomodación del iris (cyclopegia) sequedad de la bocn. 1 hiperémia 

cutánea (especialmente en ln cara) 1 agitación de la respiración, 

disminución de la temperatura corporal, taquicardia, desordenes 

en el sistema nervioso (ataxia), rigidez, delirio, alucinaciones 

y la muerte (Aguilar, 1982). 

_A dosis elevadas loe alcaloides de Datura pueden pro\.·~~a_r_ 

desvarios temporales y aun demencia permanente { Furet, 1980), 

Debido a que las plfrntns de .QBtura eon unas malazas, 

frecuentemente son ingeridas por el ganado, o bien incorporadas 

al forraje involuntariamente, produciendo intoxicaciones cuyos 

efectos dependen de la cantidad ingerida. 

El ganado bovino, ovino, cnp1·ino 1 equino y porcino puede 

resultar afectado, de estos los menos suceptibles son los cordas, 



caballos y .ovinos, 

Los bovinos presenian los siguientes signos clinicos: pulso 

y respiración acelerados, mucha sed 1 ceguera parcial, orinan 

frecuentemente (poliuria) 1 o bien padecen retención urinaria, 

diarrea y dilatación de la pupila. Imposibilitados pnra el 

movimiento quedan postrados con el cuerpo rígido, En las etapas 

finales del envenenamiento, la respiración se hace lenta 1 débil e 

irregular y la muerte sobreviene por nsfixie. 1 cerdos la mui;,rte 

por intoxicación con ~ caracteriza por convulsiones y 

contracciones espasmódicas todo el cuerpo (Hendo:ta 1 1979), 

De manera general, los sínlomns son de desorden en las 

funcJonea del sistema nervioso (ataxia), abundancia excesiva de 

sangre 1hiperemia) 1 incoordinación, coma y muerte. Las lesiones 

que pueden revelar la necropsia son: edema pulmonar y petequias 

en el cerebro. Loe usos terapéuticos de Datura también han tenido 

aplicaciones vcterinnrias 1 pues el tolonche se ha usado en el 

tratamiento para el alivio aintomii.tico de la respiración fatigosa 

de los caballos (huélfago) (Lora, 1973), 

Es importante mencionar que aparte del conocimiento 

científico que se ha logrado de las propiedades biodinámicas- de 

los alcaloidea de ~ existe un refinado conocimiento empírico 

de los efectos biológicos de estos alcaloides. 

Este conocimiento ha sido generado por el contiriuo uso 

popular deede lltimpos prel.igpánlcos hasta nuestros días en 

di ve reos grupos étnicos, 

Act1.1alroente se eabe que las mujeres yaquie usan una infusión 

de ~ para ntenuar loa sufrimientos de parto (Hartínez 1 
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1959). Los tarahumaras ~ctuale~ ad_icionan ralees, semillas y 

hojas de J2A.t.iu:A .. a la ·ce.rvezS. que· ·· hAcen con ma{z ( 9chul tea 1 

1982b). 

Entre loa· hui.~~o1Bf:1 -no', e8 'raro Q.ue la l!A.t.YJ:A se consuma mezclada 

. con . ' mezcal o'. ·.ieagUino para aumentar su poder intoxicante 

-;·~~h~it·e:~\:. 1~8·~~):/. 
El -~mple~.-.de.~ stramonium para confeccionar cigarrillos 

con .h0J8:~.--Be~&s 1 ha sido un reaedio popular comun11ente usado por 

-sus _propiedades antieepasm6dicaa y ant1tu1:náticas (Aguilar, 1982; 

Hartínez 1 1969). Aei como también se usan cigarrillos con hojas 

de ~ mezcladoa., con tabo.co y hojas secas df'l liAJ..yj_fi ap, 

(Garcia 1 1940; Hartinez, 1959}. 

Otra Corma notable de utilizarlo ea debido la 

liposolubilidad de los alcaloides de ~\l.l:jl que les permite ser 

absorbidos atreves de la piel (Armstrong 1 1986), pt·opiedad que se 

aprovecha para preparar un ungüento grasoso elaborado con manteca 

de cerdo con semillas y hojas secas de ~ que se frota sobre 

el abdomen para producir alucinaciones visuales (Schultes, l982a) 

o bien, se usa como bálsamo tranquilo para su ndministraci6n en 

fricciones como calmante contra las neuralgias, con 2.0 de 

hojas de ~ en polvo y 60 g de manteca de cerdo o bien en 

-11niment.0 1--o-.-sustituy~ndo la manteen de cerdo con 125 da aceite 

{García,, 1940), 

Lao Da turas. rOrman parte de un numeroso grupo de plnntRe 

autóctonas de uBo común en la medicina tradicional actual, que 

cona ti tuyen parte de las plan tas medie inalea expendidas al 

públi~o en diversos mercados de todo el país desde el Norte 

{Chihuahua) hasta el Sur (Mérida) y el Mercado Sonora de la 
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Ciudad de México. Hoy dia 1 la 1l.A.t.!u:A es una planta comunmente 

recomendada para el trata11tiento de hemorroides, v'rices, úlcera11 

e intlamacionea en aplicaciones locales en Cor11a de cataplasma o 

en aspiraciones de la inrusi6n. También la ~ es solicitada 

para utilizar sus propiedades tóxicas y "hacer maldad" o 

"trabajos" en este caso debe ser ingerida usandose principalmente 

las semillas ( Oye y Linares, 1987). 
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2.2.3 Principale• Uao• y Aplicaoione• del G4inero l2Alll..ta· 

La medicina moderna ha reconocido el valor e importancia de 

loa alcaloidea de D.o.t.1u:§ así como sus usoR terapáuticos, de 

man~ra que en cualquier farmacopea se puede encontrar enl i stndn 

una o varias especies de ~. resulta notable el hecho de que 

la farmacopea norteamericana solo hnyu enl ístado a I!:· ~. 

Y excluya a otras especies con iguBl o mayor potencial 

farmacológico, así mismo se ha omitido el uso de todas las 

partes de la plantn excepto la hoja, a pesar de que se ha 

demostrado que otras partee pueden contener cantidades mas al tas 

' de alcaloides, Durante la Segunda Guerra Mundial cuando los 

alcaloides provenientes de .a.t....t.Qru! belladonna escA.seaban mucho, 

algunas compañías norteamericanas cultivaron kt..Y.l:!\ como fuente 

alternativa de estos alcaloides. La atropina e hioscinu afecta al 

sistema nervioso central 1 de manera genere.!, la atropina causa 

una estimulaci6n de este sistema, mi.entras que que la hioacina 

actúa como un depresivo, la atropina hn sido usadn para 

contrarrestar el efecto depresivo causado por la morfina. También 

es útil co~~ _antídoto de los altamente tóxicos insecticidas 

fosfatados como el tetraetilpirofosfato, también funciona como 

antídoto del dialkilfluorofosfalo, conocido como "gas nervioso". 

LB. hioecinn ha alcanzado alguna notorieded por su utilización 

como "suero de la verdad", Además de ser un excelente preventivo 

para el marco y se encuuntra disponible en tabletas mezclado con 

un ·hiprlótico como el nmital sódico, el cuul ha sido reportado 

como máS efectivo que la drama.mi na o el benadryl. Es usado en 

obstetricia junto con la morfina como un analgésico para provocar 
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... ,. -· 
:Obat'~t~-1·c;a, producida para mitigar los 

dolores· del parto.;, La atropina, hiOsciamin-a, hioscina son los 

t1.nic~~ ~ t.res. alcaloidea de ~ que tienen un uso farmacológ leo 

considerable; .el primero de ellos es usado principalmente en 

;.-~dic-(~4-· ---pc,~- su propiedada de causar dilatación de la pupila, 

(midriásis) 1 así como de ciclopegia que es una parAlisis de los 

músculos que acomodan el iris, por esa razón la atropina 

empleada de manera extensiva en oftalmolog{a para hacer descansar 

un ojo inflamado, normalmente ea aplicada di rectamente como una. 

solución acuosa del 1% al 2% de sulfato de atropina. El efecto 

11idriático ee inicia después de una hora y media y tiene una 

duración notablemente prolongado y que puede durar hasta por 10 

dio.a, La hioscina tiene el misJno efecto aunque 11ás d.Sbil y de 

menor duración. Esta se emplea en su forma de hidrocloruro de· 

hioscina en solución de 1" al 2%. 

Ligeros cambios en le. eetereoquimica de loe alcaloides tienen 

un profundo cambio en sus efectoi:1 fisiol6gicoe, Asi t~nem<!~ que 

solo un ii:>ómero de la atropina 11-hiosciamina) tiene- prOpiedade~ 

midriáticas 1 sin embargo ambos isómeros parecen tener el mismo 

efecto en el sistema nervioso central.lLecte, 1959}. 

Actualmente numerosos fármacos de uso común son elaborados 

con alcnloides que se extraen de ~ los cuales se encuentran 

enlist.adoe en la siguiente tabla número 2. 
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TABLA No 2 Fármacos que Emplean Alcaloides Extraidos de llA.t.u.J:A. 

ALCALOIDE NOMBRE DEL 
Y FORMA F ARHACO, 

ATROPINA 
Sulfato de Atropina Atro Ofteno 

1" y 2x. 

Hetil bromuro de 
Atropina. 

ESCOPOLAH 1 NA 
Bromuro de N-butil 
Eacopolaminn. 

Hetilnitrnlo de 
Eecopolamina 

HI06CIAHINA 
Sulfato de 
Hiosciamina 

HIOSCINA 
N-Uutil Bromuro de 
H ioscinu. 

Atropina "oculo" 
Espasmo tex 

Gelogen 

Redotcx 
Tropatil 

Sedo-uromitol 

Prodolina 
Compositum 

V ioftnl il 

Oonnatal 
Pedilitrico 

Buscal ide 

Buscapina 
Buscapina 
Composi tum 
Duscopax 
P.utilaminn 

Hut i lnm1nn 
compuesta 
Colepren 
Dolobuscnpina 

Escnpin 

Esp11santral 

EFECTO 
TERAPEUTI CO. 

Hidriatico 1 Ciclopégico, 
Parasimpat icoli tico. 
Hidriático, 
Ant iespasmod ico 1 Sedant.c 1 

Analgésico 
Anticol inérgico y 
Antiácido. 
Anorex ígeno, 
Antidiarréico. 

Antiespasmódico y 
Anti séptico, 

Antiespasmódico y 
Analgésico, 

Amebiclda. 

Antiespasmódicc y 
Sedan le. 

Antihipersecretor Gástrico 
y Antiespaamolitico. 
Esmasmol i tic o 
Espasmo! ítico y Analgésico 

Enpasmolitico y SedA.nte. 
Eepasruol itico y 
anti espasmódico. 
Espasmo! ilico y 
ant1eepusm6di ca. 
An tiespnsmódico. 
Annlgésico y 
Espasmo lit ico 
Analgésico y 
Antiest>Rs1D6d1co 
Amebicida y 
Eepasmolítico. 
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TABLA No 2 Fármacos que Emplean Alcaloidea Extraidos de Jlni.Y..l:.f! 
(cont1nunción1 

ALCALOIDE NOMBRE DEL EFECTO 
Y FORMA FARMACO. TERAPF.UT 1 CO 

Retodol Bspasmol ítico y 
Composi tum Annle:ésico. 
Selpiran Analr;;:éeico y 

Antiespnsmód leo. 
Propionsulfonio de 
Hioscina Espacil Antiespamódico. 

Eepncil Antiespasmódico y 
Compuesto Analgésico. 

Fuente: Diccionario de Ea pee in.J idades Farmaceüt leas. I 985, 
Ediciones P.L.M. 1 Ml!xico, 
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3, O CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

El término Cultivo de TeJidoa Ve1etalea (C.T,V,) es un nombre 

génericO qu·e se utiliza comunraente para denominar todos loe tipos 

de cultivos asépticos de origen vegetal, por lo que en la 

-actualidad existe una considerable confusión y falta de 

uniformidad en la denominac i6n de las di fe rentes técnicas, 

algunas ·de las cuales no pueden ser, desde un punto de vista muy 

res~Í'ingido, cultivo de tejidos, 

Ea posible distimtlr loe aigient~s tipos-.-,deo:: -,cultivos 

asépticos vegetales in ~; 

i.-) Cultivo aséptico de 

' 
plantas íntegras-•. -~ 

11.-) Cultivo de órganos, 

iii.-) Culti\."O de tej idna, 

iv.-) Cultivo de células. 

Los fundamentos teoricos del C.T,V. surgen de la teoría 

celular, propuesta de manera siraultánea por el botánico Schleiden 

en 1838 y por nl zoologo Schwan en 1839 1 donde se a.firma que las~ 

partes elementales que coneti tuyen a un organismo (células) son 

semejantes entre si y tienen la potencialidad de ser 

individualizadas y continuar creciendo independientemente, hasta 

generar otro individuo id~ntico, con la mia11a información 

genética, si se le proporcionan las condiciones cxt-ernas -

adecuadas (Dodds y Roberts, 1982), 

A finales del siglo XIX surgieron las primeras especulaciones 

con Rechinger 1893 quien observ6 formaci6n de callo en 

fragmentos de tallo y secciones de raíces 1 1 Doddn y Roberts 1 

1982) estos ensayos se llevaron a cabo con fragmentos de tejidos 

aislados de plantas auperiores 1 sobre arena humedecida, ein 
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solución:nUtritiva alguna. Su desarrollo no progreso más alla de 

la ·formacion de un pequeño callo. Con esto esperaba encontrar "los 

limites mínimos de divisibilidad en plantas". Rechinger llego a 

lo. >conclu~i6n de que secciones mas delgadas de 1. 5 mm. podrían 

llegar a de"arrollarae. (Oautheret, 1982), 

Fue hasta 1902 cuando Haberland intentó cultiva'r c6lulas . 
vegetales aieladfls .in tl..tJ:Q. sobre un medio nutritivo de cultivo 

de formulación conocida, su proposito era verificar-_:-·1a·- teOria 

celular de Schwann 1 para esto se airvi6 de -c~lulas 

parenquimó.ticas aisladas de meeófilo de Eritrhronium sp. 1 

Otnitogalum Yp,, Tradescantia sp. y como nutrientes utilizó la 

solución de Knop, sacarosa, asparagina y peptona. Las células 

pt-rmanecieron vivas despues de 27 dí.as e incrementaron hasta 11 

veces su tamaño original, sin embargo no se observó división 

celular, cato debido seguramente a que H.aberland empleó una 

solución nutritiva muy simple, a.demás de que seleccionó para sus 

experimentos plantas monocotiledoneas que aún ahora son difíciles 

de cultiv11r irntisfactoriamente, esto aunado a que utilizó células 

procedentes del mesófilo con un alto grsdo de diferenciación y 

que sus experimentos fueron realizados 31 años antes d~ que se 

co1tocieran loe cfectoo fisiol6gicos dol ácido indolacético (IAA) 

aunque ente compuesto había sido aislado ya -por el 

Salkowski en 1883, (Gautheret, 1982; Dodds y Roberts 1 

1982; Navarro, 1987). 

El primer éxito en conseguir y establecer _un cultivo continuo 

de órganos vegetales 1n ilix:g fue alcanzado ,por Wh
0

ite. en 19_34 

quien logró demostrar el crecimiento potencial iÜDiit8do· d~ 
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ápices d.e--· raices _ais.l~d~s de Jitomate Lycoperaicon escylentum, 

Whi te. uti~i.z~-'.P~ra> au~_:experi'n.entos un lledio liquido formulado 

can extracto de levadura y sacarosa. 

el ex.tracto de levadura podia ser 
-;_ ','>:·'.'. --·::· 

auat.1_t."U1d·~~¡--~~~: treá :_Vi_~-aminas del grupo n: Tia.mina, Piridoxina y 

Niaclna, -(Na~&l-ro';··:: 198i f, 

~lgu~~~ ".~¡\'~a . ~~-~;~e'a del t\otable trabajo de Whi te, Nobécourt 
'. ';·- \;· .-:: - ~ :-.- -

en .~93'.7 ~~_Obt~'Vo Proliferación -celular de un cultivo in .Y.li:l:.Q~ de 

cambium de :~i~- _:-:~-~ ~.-~-~-~~~~;1-a-:·Ca&i - de -manera simultánea.- W~_it~ _Y, 

Oautheret, describ~n tr8.bajos similares: do!lde . r~Pc;>_rt~n 

exitosame~t_f!. el · cr~cimi~~to :11i~ltad;, ~ar __ . utiliza~ un· híbrido 

interespeclfico d~ N icotiana y calnblUin- --·de _zaitahoria 

respectivaente. Describiendo el . prime~-._ _cu1t-1Vó:·~ de - tejidos 

vegetales .1.n ~ en tientido estricto. (Gautherct, 1982). 

Las técnicas básicas de cultivo de tejidos vegetales 

descritos en estos trabajos pioneros han perait.ido el 

establecimiento de este tipo de cultivos para muchas otras 

esPecics, desencadenando con esto el desarrollo de técnicas 

altamente sofisticadas y especialhadas.(Street 1 _1971¡ Oautheret. 

1982). 

EL MEDIO DE CULTIVO, 

El desarrollo de medios de cultivo adecuados ha-requerido de 

varias décadas para desarrollarse 1 aunque el progreso má.s notable 

en éstas técnicas se han logrado en los últimos veinte años, 

De manera general los rcquerimentos nutricionalcs básicos de 

las plantas cultivadas in tiJJ:Q son muy similares las que 

utilizan las plantas intactas 1n Y.Í.Y.Q. 1 sin embargo los mt!dioa 

nutritivos de cultivo deben ser diseño.dos para propósitos 
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requerbumtoe específicoe, no aolo en a:u cop:iposición nutricione.l 

y hormonal sino también pueden variar en au eatado físico, de 

aanera que pode?11os plantear- un sietema de crecimiento in ilin en 

aedlo a61ido o bien en medio liquido. 

Loa medios nutritivos que ae hirn disei\ado pura los cultivos 

asépticos vegetalee aon muy variados en su compoaici~n a•{ como 

en el objetivo particulAr pnra el cual fueron creados. Los 

Sl)edloa de Murashige y Skoog ( 1962) 1 el for•ulado por Limunaler ·y 

Skoog (1965}, ademas del B5 diseñado por Gamborg (1968} son los 

más ampliamente utilizados. 

El medio MS es eepecin.lmente tltil en particular si el objeto 

de nueatJ"O trabo.jo es la regenenerac16n vegetal. 

El desarrollo de estos ll!edio.11 ha moatrado que na solo es 

necesario la presencia de los nutrientes necesarios pe.ra el aeJor 

desarrollo de loa tejidos aino que también las concentraciones 

relativas de estas son de vital importancia. (Gnmbor-g, 1984}. 

El inedio 85 y todas sus variaciones fuei-on originalmente 

disefiadae para cultivos en suspena16n. exh~ten di fer-ene iaa 

notable9 entre las formulaciones de los medio MS. y B5, la. 

diferencia mas significativa es !a mna alta concentrac16n de 

am6nio presente en el medio MS respecto a.l 951 además de que le.e 

vite.minas utilizadas en el medio B5 son lOOX mas elevadas que P.n 

el medio MS. 

Chu en 1978 desarrolló el medio denominado NS para cultivar 

anteras de cereales, aunque aetu11lmente es empleado con éxito en 

cultivo diferentes tipos de cereales. 

Sl medio El (Gamborg et al,, 1964} per•ite el rtipido 
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crecimiento de células para embriogénesis y. para el crecimiento 

de protoplaatoa, ( Gamborg 1 1984). . ,• 

Los diversos constituyentes del medio se ~ued.~n ·clasificar en: 

i) ·Nutrimentos Inorgánicos, 

• Hacronutrimentos, 

• Micronutrimentos. 

ii) Compuestos Orgánicos, 

• Carbohidratos. 

•Vitaminas, 

•Aminoácidos. 

i i i) Suplementos ComP.,lejos. 

iv) Reguladores del Crecimiento. 

•Auxinas. 

•Citocininaa. 

v) Materiales Inertes de Soporte. 

i) Nutrimen'to• Inorgainicoa. 

Aunados al Carbono 1 Hidrog6no y Oxigeno, los tejidos 

vegetales requieren de una conatante fuente de ciertos 

nutrimentos inorgánicos, Los nutrimentos inorgánicos utUizadoe 

en las fórmulas de los 'medios de cultivo, proporcionan los 

minerales que eon considerados esenciales para hacer 

posible que se cumplan las funciones vitales en los tejidos 

cultivo, para esto ha tomado en cuenta el criterio de 

esencialidad de algún elemento, este criterio fue determinado 

por Arnon ( citado por Rojas, 1979). Paru que un elemento 

considerado como esencial necesario demostrar que: a) La 

planta no puede completar su ciclo vi tnl de manera normal 
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ausencia del elemento; b) El elementO sea especif~co 1 es decir 

que no puede ser sustituido poi- algtln otro en sU acción 

fisiológica. 

Loa elementos requeridos en relativamente grandes cantidades 

eon denominados macronutrientes de estos el que es requerido _en 

mayores cantidades ea el nitrógeno este puede ser proporcionado 

forma orgánica e inorgánica, de manera orgánica puede ser 

incorporado al medio en forma de aminoácidos, mientras que en au 

rorzna inorgánica puede ser empleado en sus modalidades de de 

iones amonio y nitrato siendo los iones amonio más rápida11ente 

osirailable por los tejidos. (Oamborg, 1984). De manera general 

las formulaciones de los medios de cultivo intentan proporcionar 

a loa tejidos en cultivo los u,ineralee en su forma más 

asimilable. 

El Sodio aunque no es generalmente utilizado por las plantas 

superiores, puede ser considerado como esencial en cultivos 

.iJl .Y.i.11:Q. de hal6fites, o de plantas con rutas fotosintéticas C4 

y plantas con metabolismo ácido de las crasulaceas (H,A.C.) y 

aunque es esencial puede eer euetituido parcialmente por el 

Estroncio (Rojas, 1979). 

Adem&a de los macronutrimenlos, · las células vegeto.lee 

-reciüioien -de trazas de ciertos elementos menores llamados 

microelementos, estos son requeridos por todas las plantns 

superiores y son: Cobre 1 Zinc 1 Manganeso 1 Hierro, Boro 1 

Molibdeno. 

La posible esencialidad del Niquel, Berilio y Aluminio aún 

esta siendo cuestionado (Dodds y Robert.e, 1982) este último puede 

ser importante 1 empleado en trazas, pero en cantidades 
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importantes es tóxico (Rojas, 1979). 

11) Compuestos Or1Anicoa. 

EBtoa _ compuestos podemos clasificarlos en Tres grupos 

diferentes: Carbohidratoa 1 Vitaminas y Aminoácidos, 

Carbohidratoa. 

S~n e~cepci6n alguna, loa cultivos .in ill...r.Q. utilizan Glucoaa 

y~- s·acfB.rosa~· ·-y ·casi todos los cultivos parecen tener su óptimo 

en la presencia del disacárido Sacarosa. La 

superioridad de la Sacarosa, sobre la la Glucosa, ea debido a la 

nat'ur·8.1eza intrínsec~ del disacárido y no a sus impurezas, ya que 

la·- recrlstalización no reduce sus efectos, La actividad 

fisiológica de la Sacarosa en 'el crecimiento de los tejido•, 

comparada con la actividad fisiológica de la Glucosa no se 

restringe a algún ejemplo particular sino que existen muchos 

otros ejemplos de tales dit'erencins (White 1 1942, citado por Van 

Overbeek, 1944). 

La Glucosa una vez incorporado. al modio ea rápidamente 

convertida en los monosácnridoe D-Glucoea y D-Fructosa 1 La 

glucosa es directamente incorporada al ciclo metabólico de la 

gluc6lieis 1 seguido por la Fructosa. 

- A decir de algunos autoree (8all 1 1953, citad.o por Dodds y 

Roberts 1 1982) pueden obtenerse resultados muy diferentes si se 

emplea sacarosa autoclavcada en el medio comparada con otro medio 

al cual se han agregado sacarosa esterilizado. por filtración. 

Oca.sion11lmenle emplea la Glucosa en cultivoe de 

monocotiledóneas, tlSi como la fructoea Y el almidón para otras 

especies (Merino, 1987). 
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Vitaainaa. 

Las células vegetales en cultivo tienen requeri11entos 

eaenciales de ti amina¡ las otras vitaminas aunque no son 

esenciales han mostrado ser útiles en estimular procesos de 

crecimiento específicos, tal ea el caso del cultivo de raicea, 

para el cual es esencial la adición de tres vit-aminaa del grupo 

B: tiamina, piridoxina y niacina (Merino, 1987,.. 

Loa medloe para cultivos de protoplaetoa contienen una mezcla 

de mas vi taminae esenciales { Gamborg 1 -1982). 

Las vitaminas resultan ser esenciales para las células en 

cultivo porque desempeñan funciones catáliticas en sistemas 

enzimáticos y son requeridos en e-entidades 

Roberts 1 1982), 
AminoAc ido a, 

traza ( Dodde y 

Las células vegetales en cultivo normalmente son capacea de 

sintetizar todos loe aminoácidos requeridos, la adición de 1-

Glutamina o mezcla de varios aminoácidos es frecuentemente 

benéfico ( Gamborg 1 1984), 

Diferentes medios de cultivo coinciden al incluir a la 

Glicina (ácido ami.noacético} como único aminoácido conetituyente 

del medio. 

Cuando alguna mezcla de aminoácidos es considerada como 

necesaria, el medio puede ser enriquecido con hidrolizado de 

caseína que consiste en una mezcla compleja de al menos 18 

aminoácidos, un aminoácido puede ser necesario para inducir 

alguna respuesta fisiológica específica (Dodds y Roberts, 1982) 

una vez obtenido algún efecto positivo puede ser investigado por 

la adición posterior de una mezcla de aminoácidos en lugar del 
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hidrolizado, as{, algún aminoácido eepecifico puede ser 

detectado por un proceso de eliminación. 

iii) Supleaentoa Coaplejoa. 

Frecuentemente se utilizan los extractos complejos de ori•en 

natural como una alternnt.ivo. después de que todoe loa 

ingredientes definidos del medio de cultivo han fallado en la 

busqueda de algún efecto deseado. 

Ejemplos de estos supleinentos complejos son los siguientes; 

Pulpo. de plátano, 

Agua de Coco. 

Emulsión de Pescado. 

Extracto de Malta. 

Extracto de Leve.duro.. 

Hidrolizados proteicos. 

Jugos de Fruto.. 

Las grandes desventajas que existan en el empleo de los 

suplementos complejou consiato en que debido o. la gran diveraidRd 

de compuestos que cona ti tuyen a los extractos naturales, una vez 

obtenido el efecto buscado, seria muy dificil que mediante un 

proceso de eliminación se determine el compuesto o grupo de ellos 

que son la en.uso. de el efecto producido. 

La otra desventaja importante que se deriva del empleo de 

suplementos comple,jos es intrínseca a la natural varinci6n en la 

fuente del extracto natural debido al estado fi.siol6gico 1 tamaño, 

madurez., estado de conservación y variaciones naturales propias 

de los organismos, Por lo que el empleo de los suplementos 

complejos puede conducir o. resultados irrcproduciblea, de manera 
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que actualmente ee prefiere el uao de medios de cultivo de 

compoaic ión químicamente conocida. 

iv) Reguladore• del Creciaiento. 

Existen doa amplios grupos de reguladores del crecimiento 

principalmente utilizados en las técnicas de cultivo de tejidos 

vegetales, estos son: Auxinas y Ci tocininae 

Auxinae. 

A continuación muestran las auxinae mas ampliamente 

utilizadas: 

a) Acido 3-indo lacét leo. (AIA) 

b) Acido 3-indolbutírico. (IBA) 

e) Acido 4-Clorofenoxiacético. (CPA) 

d) Acido 2, 4-diclorofenoxiacético. ( 2 ,4-D) 

e) Acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (TPC) (Merino, 1987). 

Aunque el efecto de las nuxinas varia de una especie a otra 

las auxinas caracterizan por tener una gama de efectos 

fisiológicos cnrBcleristicos, los principales son: 

a) Organogénesis. (interactúa con las ci tocininas f 
b) Estimula la división Celular (interactúa con las citocininas) 
e) Alargamiento Celular 
e) Producción de Etileno. 
f) Dominancia Apical. 
g) Prevención de la Absción. (Bidwcl, 1979). 
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Citocinina•• 

De manera general los efectos. fiaiolólicos principales- de laia 

Ci tocininas son: 

a) División Celular. 
b) Alargamiento Celular. 
e) Organogénesia. 
d} Contrarresta el Letargo. 
e) Liberacion de la Oorainancia Apical. 
f) Pre-vención de la senecencia. 

Las Ci tocininas 

vegetales son: 
6 

a) N Bencil aminopurina ( BA) 
b) N6 Dimetil alil llminopurina (2iP) 
c) N6 Furfuril aminopurina 
d) NS (4-·hidroxi,3-metil,2-butenil)adenina (Herino, .1987). 

Cabe mencionar que los efectos fisiológicos de auxinae y 

citocininas incrementan sinergísticamente si se les emplea 

simul taneamente, Esta observación ha resultado ser la piedra 

angular de las técnicas de micropropagaci6n y para la 

regeneración de plantas, ya que la inducción de raiceo o brotes 

puede ser regulado n voluntad por proporciones particulares de 

auxinas y citocininas, de esta manera 1 tenemos que proporciones 

relativas altas de au:dnn. inducen la rjzogénesie, mientras que 

una proporcion relativu baja de las mismas hormonas favorece la 

formación de brotes {Skoog y Hlller 1 1957). A tal descubri11iento 

se le ha dado por llnmar la "Teoria del Balance Hormonal" 1 y en 

vista de que no todas las especies responden de la mhma 

manera 1 para encontrar ln combinación hormonal y las proporciones 

relativas de ellas que produzcan algun efecto mortogenético 

deseado ea necesario determinarlo por ensayo y error. 

27 



Esta 11.anera de proceder con•ti tuye una parte empirica 

inseparable de loe métodos de loa cultivos asépticos vegetales 

(Street. 1 1977). 

Existen otros grupos de reguladores de crecimiento que no son 

tan generalmente empleados en las técnicas de cultivo in Y.i.t..J:.2 1 

como la giberelinae que son normalmente usadas en la regeneración 

vegetal des pues de que loe primordios se han diferenciado. 

Otro compuesto que ha probado tener efecto como regulador del 

crecimiento, es el etileno 1 cuya bioe!ntesie ne lleve a cabo por 

las células en cultivo y es inducida por el ácido indolacético 

(Didwell, 1979) aunque su papel en las células y órganos en 

cultivo no es conocida (Qnmborg 1 1984). 

Otro coatpuesto usado menos frecuentemente es el ácido 

abacíeico {ABA) que se caracteriza por ser un inhibidor del 

crecimiento 'y su acción primaria pnrece ser la de tener una 

acción antagónica con la giberelinn 1 ademas de estimular el 

leto.rgo 1 induce la absiclón 1 el cierre de los estomas, controla 

el desarrollo embrior:.ario, reduciendo la proporción de 

deformaciones cuando se añadió Junto con zeatina 1 GA en el 
3 

medio de los cultivos en euspensi6n do embriones somáticos 

de Q..n.LY~ ep. (Amirato 1 1977 1 citado por Bidwell, 1979). 

V) Hateriale11 Inerteo de Soporte, 

Para los medios sólidos el soporte inerte más ampliamente 

utilizado es el asar. este se emplea en el rango de 0.6X al 

1.0X (p/v) 1 el agar solidificado provee al medio un exelent.e gel 

húmedo que sirve como soporte nl in6culo, sin embargo algunos 

autores han descrito efectos inhibitorios o estimulantes del 
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cl"eciiniento, puesto que contiene una amplia variedad de 

contamlnantea, tanto orgánicos como inorgánicos. 

Existen otros agentes gelificantes col!lercialmente 

disponibles estos son a base d~ poliacrilamida y polieB~er 

sintético (Oodda 1 Roberts, 1982; Herino, 1987). 

AGUA 

El agua emplead• para todos los medioa de cultivo debe ser 

agua. bldestilada y siempre que aea posible desionlzada. 

Es indispensable que el último paso de deatilación •e lleve 

a cabo utilizando de\tiladores de cristal o de lo contrario se 

liberaran iones metálicos al agua dia'minuycndo notabl111ente su 

pureza. (Dodds y Roberts, 1982). 
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3.1 Cultivo de Tejidos Vogetalea en la Faailta Solanaceae. 

La familia Solanaceae se ha caracterizado por ser un material 

biológico muy adecuado para estudios .in Yi..tl:.Q, actualmente 

diferentes eapcciee solanáceas son empleadas como modelos para 

di versas técnicas de cultivos asépticos vegetales. 

Muchas de las investigaciones realizadas con especies 

solanáceas han resultado ·ser trabajos pioneros que han marcado 

pautas n seguir. 

En 1934 White realizó el primer cultivo exitoso de órganos 

utilizando ápices de raices de Jitomate (LYcopereicon ~u.l.!m.tluJ!) 

Con este trabajo White demostró el potencial ilimitado de 

crechniento que tienen los te.i idos cultivados in Y1.iI:.Q 

(Gauthcret, 1982). 

Skoog y Hiller en 1957 postulan la teoría del balance 

hormonal, quienes utilizaron diferentes dosis y proporciones 

relativas de auxina y de citoclnina con lo cual consigen_·induclr, 

a voluntad la formación de brotes y raíces en cultivos de callo 

de lil«tl1J!M 1l!.12ruall!l • 

Ln lotipotenci1.ilidad celular implícita en la teoría celular 

poslulndn por el fisiólogo Schwan es _demofttrado. ·-pOr \'rl8ú- y 

Hildebrant 1965, (citado por Flick, 1983a) cuando consiq:en 

regenerar plantas completas l\ partir de c~lulas aisladas de 

~llnA~· 

Hurashigc y Skoog (1962) desarrollaron un medio de cultivo 

con el que lograron un crecimiento rápido en tejidos de ti.li:.9~ 

~\Ulli actuulmente este mi=dio uno de los más ampliamente 

utilizados con éxito en gran numero de especies, y para muy 
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diversas técnicas. 

Smi th y Muraehige 1 1970 (citado por Navarro, 1987) 

regeneraron plantas a partir de domos apicales desprovistos de 

primordios foliares 1 concluyendo con esto 1 que para las 

angiospermas el desarrollo adecuado de los merist~mos no requiere 

de reguladores de crecimiento suple11entadoa en el rnedio de 

cultivo. Las especiea uLilizadas fueron: t!i_~oo 1ll..ru.l..ICJ1 1 N. 

Otra notable aportación 11 las Lécnicae de cultivo de tejidos 

1n ti.1rQ real izada con especies solanáceas 1 ln coneti tuye el 

trabajo de Helchers ~fil.., (1980, citado por Flf.ri y Cv.ak6 1 1981} 

quienes obtuvieron híbridos somáticos intergenóricos por fusión 

de proloplaatos de jltomate (Lycopersicum esculentum) papa 

(~ tuberosu111). 

Flick tl Al·, (1983a) r-eporta que la mayoría de lae especies 

del género ~ presentan gran facilidad para la regeneración 

vegetal a par-tlr de protoplnatos, en general la regeneración de 

plantas 1..n ili..r..2 parer:e ser más fácilmente inducible en la 

familia solanácea, ya que 38 de 42 especies estudiados en esta 

familia han sido regenerados .in Y..i...t...r.Q. 

Actualmente se le ha dado gran énfaRiB al áre11 de aínteeio y 

extracción de productos naturales, como por ejemplo loa fármacos, 

a partir de cultivos de callos {Deus, 1982¡ Zenk, 1982 1 citados 

por Barba, 1987) aeí 1 como de cultivo de órganos principalmente 

de raíces de vari11.s especies solanáceas, como A.il2.Itla ~l.l.ru1ruut6. 

( Kemadu 1 1986) para el cual se ha logrado implementar un e iRtemn 

de producción de alcaloides en cultivos 1n tlt!:.2 de raíceu, las 

cuales tuvieron igual o incluso mayor producción de alcaloides en 
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coctparación -con la"a. pl_~ntas_ in·~-. 
_-_-..... 

:~i ' ; <· 
·;<.'--; .. :.·:-·"".'-'·,···:-· 

. 3·, f.1 C~~~~v~~·-d~ .!~J~~~· V9~et~lea en el Genero l2.llJ.Ltn• 

""tÚ b'i~~ :;¡~<1~;irl·i~~~--~~Ú~~aceae se ha caracterizado por ser un 
;· . . .. ,· '. '. . -~. 

material· inuY adecuAdo. Para estudios in Y.i..JLt.2, el g~nero 1lA..1!lll no 

--- ' . __ .,-
C_ón_-.~d_iferent~B _e~p~cies de ~ han significado aportaciones 

trascendentes y novedosas, 

Las primeras plantea haploidee que se obtuvieron fueron a 

partir de anteras cultivadas l.n ~de lliUJ!r..A .!n.rut.iJl.(Guha y 

Haheahwari, 1964 1 citados por Flick et A.1 1 1983a.) 

Loe cultivos in x1.U:Q de ápices de Iln.t.Y.I1l y de Lycopepdcon 

eeculqntum han podido ser mantenidos en cultivo por tiempo 

indefinido en medio liquido que contenía ealoe inorgánicas, 

aacarosa y extracto de levadura 1 logrando establecer y mantener 

de esta manera un cultivo continuo de rníces. fLuna 1 1987), 

P~n in.Q.E..i.A ha sido coneiderndn c.:imo el material ideal para 

estudios de regeneracJón vegetal {Engvild, 1973 1 citado por 

Flick, 1983a}, e hibridnciones somáticos fSchieder, _ _l~_78, __ qltado 

por Fl ick, l 983a y por Schi eder, 198·1. ) 

Diferentes especies de ~1 actualmente se_emplean co110 

plantas modelo para Menéticn celular somática utilizando 

protoplnotos y células en euapeneión de plantas diploides ( 211=24 I 

o bien plantas hapl oidcs ( n=l 2). 

Protoplastos di ploides de D.!iiYr.11 inº1ú.Q. se han usado para 

realizar• cxitoeas hiliriduc iónes aomáticas {Schicder, 1978, 

1980, 1982, citado por Schiedcr, 1984 ), 
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Al igual que otras especies· solanáceas que"· prOducen 

alcaloidea 

objeto de 

técnicas 

utilizando 

del grupo del trop&.no. El géri~r~;~·\oat~-rá "ha::·.: SidO 

investigacioneo" ~¿~~ .;:~,~-~i~~d~ ::< u~'í.liz~~ numerosas 

biotecnol6sicas para la '~~~~·J~~y~~~;:··._i·á~~ ···alcaloldOs 

cultivos de callos {Chánr.:·- 1965'.-) '.¿~)~t:!~'.: ~';~~·-:·-~·!~-co8, 
pues algunos investir;adorcs atirm8n que . i'i~ Pf~dUcci6r\ de 

meto.bol i tos secundar los como requieren 

probablemente para s_u sint.es_is, de -tejidos -- organizados y 

diferenciados en órganos, mientras que otros biotecnólogos 1 

suponen que los mecanismos genéticos que desencadenan la 

formación de los ~lcaloidee puede darso de igual manera en 

tejidos desdiferenciadoa como los callos, {Staba, 1980). 
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3 .1. 2 Cultivo de Embriones Zit!lóticoa in .l!ll.r:2 

El cultivo de e111briones zig6ticos vegetales in tlt1:Q ea una 

t6cniCa que se ha venido desarrollando n lo largo del presente 

siglo al inicio del cual Hii.nnig 1 1904, l ci t.ado por Collina 1 1984 ¡ 

Hu 1 -1986¡ Honier, 1978,) fue el primer investigador-Que- intentó 

cultivar embriones veget.ales 1n tltl:Q 1 él tuvo éxit;.~ en coneegir 

él desarrollo de embriones de 2 milímetro&· .de·' ·_longitud Hti.nnig 

utilizó dos especies de la familia· BraeicaCeae::-" ~ sp. 

Algunas de las aportaciones de Hinnig a la técnica de 

cultivo de embriones continuan siendo válidas hoy dia. El 

enfatizó la importancla de utilizar altas concentraciones de 

so.caro11a para prevenir la germinación precoz de los embriones, El 

conocimiento de este hecho es de gran trncendencia, pues este es 

uno de los aspectos que fundament.almente se deben considerar en 

la formulación del medio de cultivo para embriones inmaduros. 

Sttngl, 1907 1 (citado por La Rue, 19:l6) sepnró embriones de 

diversos cereales de su propi.o endospermo y los tranefirió y 

cultivó en el endospermo de otras especies de cereales, encontró 

_que el endospermo de ~g HP• reoulta u:ejor parn el crecimia11t.o 

de embriones de Ir.lt.l&..!!m sp. que su propio endospermo, Los 

embriones de tl.2..r.!;J..um ep. crecieron mejor en el endospermo de 

~ ep. que en el de su misma especie. 

Este trabl\jo experimental 1·cpresento un fundamento te6rico 

muy importante para la técnica de cultivo de embriones, ya que 

dem1.1eetra que el embrión para su germinación no requiere 

cspecíficnmcnt.e de alg\'.in endospermo de su misma especie. El 

conociu:iento de este hecho motivó numerosa especulaciones sobre 



si el endospermo de una semilla podía ser sustituido por algún 

medio de cultivo que perll'litiera el desarrollo y germinación de 

loe embriones, 

Knudson ( 1922) demostr6 que lne semillas de orquídeas pueden 

ser germinadas sin la presencia de microorgan1smoe elmbi6ticoa 

haciendoloe crecer en un medio nutritivo de ugar que contenía 

sacarosa, en la ausencia del curbohidrnto, las se11illlae no 

consigieron desarrollarse más allá del estado de protocormo, 

Las semillas de orquídeas repreeentan interés mu7 

particular ya que contienen embriones morfológicaincnte 

indiferenciados que~. corresponden al estado globular de 111a 

dicoti led6neas 1 no presentan tejidos de almacenamiento 

endospermo alguno que puede intcrferi r estudios de loe 

requerimentoe nutricionales, Y las cubiertas de la semilla 

reduce a una estructura membranosa, por esas razones el óvulo 

fertilizado de una orquídea es considerada como un l?mbrión en 

cultivo (Raghavan y Torrey, 1964 1 citados por Raghavan, 1977. ), 

Otro aspecto interesante de la germinaci6n asimbiótica de 

semillas de orqu{dea3 es un método que permite superar la 

dormancia 110.turAl -de estas semillas que les impuesta por el 

em~ri6~. rudii:nentnrio. que presentan, ( Knudson, l 922), 

El. C-ultiVo asirnbi6tico de las semillas dt? lo!J orquídeas tiene 

un gran importancia teórica por los aspectos señalados 

anteriormente, sin embargo, eat.os conocimientos se han aplicado 

con prop6eitos prácticos de gran importancia económica, pues la 

propagación comercial de orqu{dct1s a traves de la aplicación de 

estos métodos ha alcanza.do un desarrollo sln paralelo. 
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Loa factores que controlan el- crecimiento de loe embriones de 

oaqu1deao en cultivo ha sido extensamente revisados por Arditti 

( 1967). 

Dietrich 1 1924 1 (citado por La Rue, 1936) int~nt6 cultivar 

embriones de angiospermas más pequeños que loa 

Hinnig en 1904 sin tener 6xito, sin embargo, 

empleados 

prob6 que 

por 

las 

complicadas formulaciones que Hilnnig utilizó pueden ser 

remplazadas por otras más sencillas 

Otro investigador qe realizó importnnt.es contribuciones fue 

TukeY (Yeung, 1981}, quien reporté haber desarrollados embriones 

de cerezo en un medio artificial en el afio de 1933 y 1934 

publicó sus exitosos resultados sobre el desarrollo de embriones 

de diversos frutales, Tukey utilizó en sus investigaciones 

embriones cercanos la madurez, encentro.do infructuoso su 

intento de cultivar embriones inmaduros (La Rue, 19 36). 

Otra contribución notable la realizó La Rue 1936, quien 

cult.i"6 exitosamente embriones de una amplia gama de especies 

vegeto.lee tnnto d icot.t 1 e do neas como monocot. i ledoncas 1 uti 1 izó el 

medio de cultivo Je White en forma sólida para las especies 

monocotiledoneas y para ln moyor1a de lns dicotiledoneas. Para 

algunos casos de embriones de las c9¡1eciee dicotiledoneas 1 

encontrando que los embri :mes dese.rrollan de manera 6pt.imn en 

medio sólido con agar-agar al 0.75%. l.a Ruo utilizó extractos 

naturales complejos como el extracto de levadura demostrando que 

puede tener un efecto favorable en el dcsorro1 lo de los 

embriones, aunque 1 no es indispensable en el desarrollo 

embrionario, 

Dcspu~s de estos trabajos pioneros qued6 claro quo los 
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embriones maduros para completar su desarrollo germinación 

eolamente requerian de una solución nutritiva y una fuente de 

energía, sin embargo, los embriones inmaduroa eeguinn siendo 

difíciles de hacer crecer, Fue Honnier en 1978 quien sent6 las 

bases fieioldgicae del cultivo de embriones inmaduros, 

La notable contribución de Monnier, consiste en haber 

determinado las sucesives variaciones de los requerimentoa del 

embrión durante desarrollo, ya que a lo largo de la 

embriogeneaie la evolución morfológica del embrión va acompañada. 

de una transfor-macion fisiológica, Esto lo podemos ver claramente 

en el hecho de que ~ lo largo de su ontogenio el e11bridn cambia 

progresivamente de una etapa heter6trofa a otra etapa en la que 

es t'ieiol6gica y nutricionalmente independiente del tejido 

materno {aut6trofa), Estos cambios se suceden paralelamente 

cambios morfológicos importantes como son: la desaparición del 

suspensor que es la conexión vascular del embrión con el tejido 

materno que esta presente en las formas: globular 1 acorazonada 1 

torpedo inicial; mientras que en lae formas de torpedo maduro y 

cot.iledonat·ia el suepensor hn de~apnrecido :r asi el embrión 

alcanzo una ctnpa independiente del tejido nsaterno, el 

conocimiento de estos tres eventos nos permite suponer que pnra 

el cultivo de embriones los que oe encuentrnn en etapas ma.duras 

requieren de medios nutritivos menos complejos que loe cmbrionett 

inmaduros. 

Loe embriones en cultivo !n ~ requieren di'! modificaciones 

constantes en la concentración de sales minerales 1 arninoácidoa y 

encnrosa. Por ejemplo, loe embriones inmaduros requieren de 
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altas concentraciones de saco.roan la. cual debe decrecer 

gradualmente conforme el desarrollo embrionario se lleva a cabo, 

Estos altos requerimentos de sacarosa de los embriones inmaduros 

deben ser proporcionados a fin de reproducir in ti.tJ:.Q. las 

condiciones intraovulares en las que ocurre el deearrolllo 

embrionario, la ontogenia ve~etal se realiza en un medio con 1ma 

presi6n osmótica variable o lo largo del vroccso, en las primera 

etapas existe una presión osmótica anormnlmente alta, ha 

encontrado en el endospermo que rodeaba n embriones en estado 

acorazonado de ~ ~tum presiones osmóticas de hasta 10 

atmoefcrae (Kcrrand and Anderson 1 1944, citado por Hu, 1986). 

Esto se debe probablemente la aferencia de fotoaintatori. 

demandados para la formación del endospermo, que en un principio 

se encuentran en unidades de monosncártdos y de esta manera 

presentan una mayor oemolaridud, pero a medida que el proceso de 

la formacion de la semi lln nvam~a los monosacó.ridoe son 

prosrcsivnment.e polimerizndos en cadenas de almidón loe cuales 

de esta mnnern ejercen una. menor preei6n osmótica de ahí que para 

el cultivo in ~ de embriones de div<?r!'lo estRrlo de desarrollo 

podemos hacer las siguientes genprolizociones: 

1) loe embrionea más inmaduro~ requieren de un media de 

cultivo 1116.s complejo o. menudo suplementado diferentes 

cocabinaciones de vitaminas, aminoácidos y en algunos casos 

requieren de extractos complejos de endospermo como el agua de 

coco. asi como de concentraciones de sacnrosn notablemente altos 

(12"1 (Honnier, 1978). 

2) le elevada presión osmótica no debe ser necesariamente 

proporcionado. por altas concentraciones de saco.rosa, Tnl:!bien 

38 



puede utilizarse un osm6tico como .el manito! que es un 

cftrbohidrato _ tisi~l6g~c&mente inerte 1 aunque otro• investigadores 

han r:eportado'.- el. uso'
0

de manitol como t6xico para el crecimiento 

embr~onario (_Ball 1 1959; P~etoVA,. 1974 1 citados por Hu, 1986. ). 

~.i~nt~~s __ que _ l~·~ ':mbr_i?nes ·~ _ re la ti vamente mnduroa puden 

hacerse :crecer en un medio nutritivo con sales inorgánicas 

_s~plemcn_t:adas con energética como la 

sacarosa (·Yeung 1 1981). 
- ... - . 

Las ·al tas ~~Oñcentrac-!onos cic sacarosa no solo tratan de 

reproducir en cultivo las condiciones inlraovulares sino que 

impiden la germin\ción' precoz ·de los embriones que se 

desarrollarían como pcquf!ña~ plántul~s débiles vez de 

completar su desnrrollo embrionario normal (Hu 1 198fi¡ Honnier, 

1978; Collins 1984). 

Estas continuas variaciones en los requerimentos de los 

embriones moti varia que para ser cultivados in Y.ill:.9. se hicieran 

transferencias periódicas y secuencialP.e de los embriones de un 

medio de cultivo o. otro que tubiera una composición a.propindo 

Para cada estado embrionario, Honnicr diseñó un dispositivo que 

asegura una variación continua en la campos ición rJel aiedio con el 

paso del Liempo1 dos medios de cultivo de diferente composición 

son "colOCados en yuxtaposición en una cajl\ de pe tri. Uno de loa 

dos medios es servido n.lrC!dedor de un objeto cilindrico de vidrio 

el centro, de la caja de petri , despues <le que el prit1er medio 

se haya solidificad"a. El objeto rt~l centro removido 1 

resu'ltando un orificio central. Un segundo medio de diferente 

composición es servido dentro de ente hueco central, Loe 
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embriones afeladoe -ao·n- cultivados .-'sobre .eSte seg-undci. zDedÍ:o, coilo 

reaultado 

el embri6n esta s_ujeto a la: -,-8~Ci·6n ,"·-·de·:· ;~~r¡~~i~~·~a en io. 
. . - :-_ .. ' .· - :· .... _: ·: .~ .'. ,'- : ': . 

compoaic16n de1··11edio de cultiv~ c~~;~:e·1 :P~~i»:_~~1:·:·.:t~em"Pc:ú ··_c~n.lá 

utlzaci6n de este ·diBPosit.lvo '10Sr61--pOr··:~.:p¡.·1mera~~~.:v-éz·· cUf~-i_v~r 

embriones de k_.o...l?llll .sp, en _est~~o g~~b~~·~r': «~~ ~-¡:~r~;~·-,::. ha~la la 
, " - ·:· .. , ' . ,_• - . ~: - ' 

madurez sin interrupCi6n '~lguñ8.-•. -(Honni~r-;-~H. ·1978} 

Requeri11entoe Nutricionalea de loa Embriones en Cultivo 'in ll1J:2 

Carbohldratoe, 

La mejor fuente de energia para los embriones en -cultivO es 

sin duda afguna la sacarosa. Muchos autores ho demostrado la 

superioridad de ln sncaroso comparadn con otros azúcares, pnrn 

conseguir el crecimiento y desarrollo de los embriones en cultivo 

1n tl.tr,Q. (Hu !U. g. 1 1979, citado por Hu, 1986¡ Colline, 1984; 

Honnier, 1978, 

El_ rango de saca.rosa empleado ce variable de acuerdo al nivel 

de desarrollo embrionario de que se trate, esta puede variar 

desde el 3% para embriones maduros hasta el 12. 5" para embriones 

en niveles de desflrro11o muy temprnnos (Collins, 1984). 

Hedio de Cultivo. 

Los medios de White ( 1963), Murashige y Skoog ( 1962) el 

diseñado por Gambor~ y denominado 85 (Garnborg el al 1968,) son 

los medios de cultivo más generalmente empleo.dos, los cuales 

frecuentemente se emplean con pequeñas modificaciones 1 sin 

embargo, la generalidad de los investigadores adoptan la 

forrnulación original de alguno de esos medios (Hu 1 1986). Honnier 

( 1978) señnl6 que los embriones en cultivo son muy sensibles 
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las soluciones empleadas y que ea recomendable realizar: ajuetea y 

modificaciones empíricas par-a diaef\ar un mediO de. 'cultivo·; que 

promue_va::un c.r~cimiento embrionario con un mínimo de toxicidad ya 

que freéuentemente las soluciones - minerales que· · Proniu~even el 

.cireC¿ilié~'~o /;~on .·tóxicas para. el Crecimiento de los embriones, 

mien~~-~~--,~--~Ú~-i~form_u~-~~iones nO 'tóiiéas-"no son capA.ces d~ inducir 
--- .'. -. -_._ -: 

- -

0 

:-~~,~~-,·~"tt-IÍ~'¡;ri~ffic-i6~·~ normal -de _los embriones-. (Honnier,_-- 197 ~ 1 ci t.ado 
··:. _,,,._ '.' 

po_r ~~n~Í~r~·ó::i978,), 

~'Fuente·_-. de Ni tr-6geno. 

tLas· -~·malie.:-ras- de :p-'oo~~-pO·;¿·io-n&-r e1· ·nitrógeno a los embriones en 

, -.¿:úl ti~6·~;_..<.:;µ~d~-~ :.'.~~~~~:~-~-f~~~ent"~~ 1 ya sea que- se proporcione en 

foÍ'tÍa· ~...-~gániC~ -~· ino.rgán.ica, la forma más frecuente es de manera 

-:-\n·o·;~~~-{~·a,··. '.;in. -·cual' puede ser a man~ra de nitrato o bien de 
:- . 

amonio~· :18."a:. s~-J.'e's _que se utilizan más frecuentemente en el 

cultivo· de embriones como fuente de nitrógeno inorgánico son 

NH NO y KNO 
4 3 3 

Huy frecuentemente el amonio resulta más benéfico para el 

desarrrollo embrionario. Las siguientes especies y grupos de 

plantas han mostrado tener un mejor desRrrollo con la utilización 

de amonio. 

~f\Sp, Umbeck y NorstOg 1 1979. 

Orquídeas Raghavan y Torre y 1 1964 ;-

Hntsubara, 1964. .!Hu, 1986), 

El uso del nitrato resultó especialmente benéfico paro las 

siguientes especies y grupos de plantas, 

Bras icocee.e 
tCrucifcrae\ 

Mitra y Datto. 1 1951. 

Rijven, 1958. 
(Hu, 1986) 
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Otra manera dé. proporcionar. nitrógeno a· loa· embriones en 

cultivo·· in ~~.".!~··~~i_é~-?:n~nd-D a~:inoá~~d~-a _o_b~en a:midaa._ De los 

aminoácidos. emp~ea~Os la glutamina ·,-es·.: la. más efectiva para 

estimulilr el c'r'eclmiento 
0

Ómbri·~-na~ic(·. en: c::-Ui~ivo·. _(~u, _:·198~_¡ 
-:;: ; -- ~. - - ·-. ·. - - .. 

Collins1 __ 1984) < La-:~sparaginn hB. mostrado ser-eficaz en algunos 

- taxa ·- (Pllr~ié ··et ·8:1., :_ f953 Ci tadO-_ pOr .. Hii ,- 1-986) ml~ñ¡~~~ que en 
. · .. -

otros taxa ha resultado inhibitorio (HatsUbara 1 1964 Citado por 

Hu, 1986 ) • 

La evidencia suguiere que los mecanismos __ de ~-~~liza~_~6n del 

nitr6geno son diferentes de una especie a otra y estan muy 

afectadas por la madurez del embri6n y las corldlCiones de 

cultivo {Collina, 1984). 

Reguladores del Crecimiento. 

Los embriones en cultivo deben ser considerados como una 

planta -1ntogra con todos sus centros e.Je sínt.esis de · ho-rmonas 

endógenas por lo que para su desarrollo .no es necesario la 

adición de sustancias hormonales 1 ya que al agrego.r e atas 

sustancias se inducen modi f icacionee el patrón ontogenético de 

los embriones (Honnier, 1978; Hu, 1986¡ Collins, 1984), 

El cultivo de embriones en un medio suplementado con Kinetinn 

suprime el crecimiento radicular y una expansión precoz de las 

hojas (Honnier, 1976, cita.do por Honnier 1978 ), mientras que lo.s 

giberelinas producen plántulafl excesivamente ulnrgndas y dcl~adus 

(Veen, l'J6l 1 cito.do por Honnier, 1978). Sin embargo. existen 

cnsou reportados en los que la adición de hormonas hon facilitado 
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el cultivo de embriones. La nue 1 (1936) encontró que bajo.s 

concentracioneá de ácido. indolácetico (IAA 0.05mg\l) son lltiles 

en ·el cultivo de embriones de varias especies. Ro.ghavan y Torrey, 

1963 citados por Collins, 1984 demostraron que las bajas 

concentraciones de IAA ayudaron al deaarrollo de embriones 

globulares de ~. Phillipe 1 1981 (citado por Collina,··: 1984) 
: ··_-- -.-·--, -

encontró que mod~rados niveles de auxina con bajo n,iye~~e .. de 

citocinina ayudaban al crecimiento y aobrevivencla de --embl-lonea 

acorazonados de híbridos intcrespecificoe de Tdfoliym sp. 

Cuando se cultivan embriones muy inmaduros 1 el 'e ido absí~ico 

suplementado al medio de cultivo evita la--germinación precoz de 

' los embriones (Hu, 1986) 1 adenias de que estimula el crecimiento 

enibrionario, el ácido abs!sico se encuentra normalmente presente 

en el líquido intraovular presuntamente para suprimir la 

germinación precoz Y mantener el desarrollo embrionario en su 

curso ontogenético -normal (King, 1976¡ Heu, 1978. citados por Hu, 

1986,) 

A' causa de la''naturaleza juvenil del tejido embrionario, loe 

embriones presentan un al to potencial morfogenático, por lo que 

reaul tan una excelente fuente de explant.es par-a la 

_ l_li.icropropoo.gáción clon.ai masiva esto especialmente cierto para 

coníferas y gra11íneas, por lo que los embriones cultivo.dos con 

cote prop6sito son suplementados con nltas r:oncentraciones de 

citocininn (Aitken, 1984; Hu, 1986). 

Vitamina.a. 

Aunque las vitaminas no han demostrado ser esenciales para el 

cultivo exitoso de embriones 1 las vi laminas comunmcnte 

adicionadas sont Biotina, Tiamina, Acido Pantoténico, Acido 
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Asc6rbico, Inositol y Piridoxina. 

Caseína Ridrolizada. 

Esta substancia ha demostrado ser efectiva en promover el 

desarrollo embrionario , aunque pueden proveer los aminoácidos 

indispen1:1ables puede tambián afectar la osmolaridad del medio 

(Ziebur tl Al 1 1950¡ lnomata 1 197Bb, citados por Collins.1984}, 

Laa Aplicaciones PrActicaa del Cultivo de Eabrionea. 

El cultivo 1n tl.Usz.. de embriones cuenta actualmente con una 

rlmplia gamA de aplicaciones, sin embargo la.e más trascendentes 

son: 

1. -) · El Rescate de Kmbriones de Cruzas Intergenéricaa 

lntereepecificae. 

2.-) Superar la Dormancia y la Esterilidad de las Semillas, 

3. - } Hicropropagación Clona!. 

Rescate de Eabrionee Hibridoe Intereapec{ticoa e Intersenéricoa. 

Actualmente es un hecho demostrado que loa embriones híbridos 

inviables tienen el potencial para iniciar el desarrollo y llegar 

convertirse en plantas maduras, pero en condiciones nnturalee el 

embrión e.ata impedido para alcanzar su tamaño adulto con una 

diferenciación normal. Ln fertilización y loa primeros eventog 

del desarrollo embrionario ocurren de una manera nparente111ente 

normal 1 pero las i rregulnridades poeterioren conducnn 

inevitablemente al aborto embrionario. La formación del 

endospermo precede y sostiene nutricionalmente al embrión 

desarrollo, por lo que la malformación dP-1 endospermo 



frecuentemente resulta ser la causa principal del aborto 

embrionario ( Colline ~ . 1984}. 

Existen otro.a cauaa& de aborto embrionario COUIO la tormací6n 

de tumores intraovulares que il!lpiden el desarrollo del embrión 

(Ra~ha_v_~n, 1976, citado por·collina, 1984: Satina, 1950 ) El 

aislamiento .y -.~uli.ivo aeliptlco de estos embriones en un medio 

-n~t~iti'v~·:.-,.d~: .¿Jltt"vo-- adecuado frecuentemente permite superar 

estas ·bal-r·e"ras -,~Ost~·ig6ticns, de esta manera es como esta técnica 

para conseguir híbridos interespec i f icos de 

v~~.-~º~>~- gá·~~-~o·~ · de diversas f ami 1ias 1 entre loe ejemplos más 

notabl~s podemos fencionar a las cruzas interesp&c { f icfts 

realizados· en especies de interee agronómico las cuales permiten 

re-Unir· en un a·olo individuo las característica.e deseables de dos 

especies o géneros diterentes 1 ademas de represenlnr para el 

fitogenelistn una fuente más amplia para inducir variabilidad 

ge-ñéticn pues con esta técnica ea poeible transferir genes de 

une. especie olrn .,. aún de un género a otro ya que estas 

especies pueden ser utilizadaM como puente gt"?nelico entre las 

especies paternas hibridizadas si se retrocruzan con estos 

híbridos. 

De lo anteriormente expuesto se puede· deducir claramente que 

la más eepectnculn.r de las aplicaciones prácticas_ de las técnicas 

de del cultivo de embriones in Y.!..1rJ2 es la de superar la 

inviabilidad de embriones hibridos. 
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Bl Cultivo de E11brlonea Para Superar la Dor•ancla de la Se•illa•· 

Laa Beaillaa de muchaa especies auestran una incapacidad para 

germinar, inclusive bajo condiciones óptimas de humedad, oxígeno 

T temperatura, a este fenomeno se le denomina dormancia , la cual 

puede ser oc1t.aionada por diversos factores que acttlan aoloe o en 

co11binaci6n. La euperac16n de esta condici6n no sucederá a menos 

que se proporcione el tratamiento Adecuado, una eoluci6n 

alternalivu a este problema consiste en aisl8r estos embriones y 

cul ti varloe in Ylll:.2. 

Los factore~- más cqmune-s que· cusan la dorzoancia en las 

semillas son: 

L-J Cubierta Iii:ipormeabl"e a) al oxígeno. bJ al agua. 

il.-) Re8istencia Mecánica a la Expansión del E11bri6n. 

iii.-} Embrión Rudimentaria·. 

!v.-) lnhibidorcs Endógenos. 

v. - ) Al macenaniiento en Seco. 

vi.-) Baja Temperatura. 

vii.-) Luz, 

' ,, 

El cultivo de." é11b~iones''.ha ,,.Si~O.-nplic.ndo pura ·supe"rar la 

dormnncia produ.cid& ·:~?~ -~-.Ív~-~~as' ·~au~~s. - En la tabla· NQ 3, 

111uestran fia.e d.ifcrentes ce:Peciee· vegetales en las cuolt's el uso 

de esta. l6cnica.'· Jia permitido el desarrollo embrionario, 
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Factor Causante 
de la Oormancia, 

Inhibidoree 

Endógenos, 

Luz, 

Baja Temperaura. 

Almacenamiento en 
Seco. 

Embrión 
Rudimentario, 

Especie 
Utilizada. 

Iris sp. 

Elaili 
guinl'."_~Jl.!!..!.! 

~ 
colocYnthls 

Phacel ia 
t;;~folia 

Varias, 

Orquidens. 

Referencia. 

Randolph y c:ox, 1945 

Rabéchaul t, 1967 

Jkuma y Thimann, 1963 

Koller etaL, 1963 

Chen 1 1970. 

Chen 1 U168. 

Stokes, 1965. 

Sirnpson 1 1965, 

Knud11on 1 1922. 

Tabla NQ 3 Diferentes especies donde se ha utilieado h. técnica 
de de cultivo in Y.i...1.J:.2. para superar la dormancia impue11ta a las 
semillas por di versas causas ( Tomndo de: Col 1 ins, 1984 ~ Raghavan, 
1977 ) • 
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Kicropropagac16n Clonal. 

El uso de las tt§cnicaa 1n x.ltJ:.2 para- la --p'r0p8.¡fac{6n ___ Clonal -

masiva ea una de las apl icacionea más avanzai~_s d:~
2

l ___ cui~i~o _- ~-~d~-
tejidos vegetales. La propagación clona! masiva· pued~:, se~ 

conseguida por alguno de loe siguientes métodos: 

a) Liberación de las Yemas AxilareA de la Dominancia APical; 

b) Generación de Brotes Adventicios. 

e) Embriogénesie Somática. 

Loa brotes .. adventicios pueden ser inducidos en su formación a 

partir de lej idos en loe cuales normalmente no se producen esos 

órganos. Este procedimiento es mucho más comun que la 

embriogénesis somática y tiene mucho más potencial para la 

propagación clona! 4ue ln util iznci6n de yemas axilares. Una vez 

gcneradoA estos brotes adventicio~ pueden ser individualizados y 

enraizados o bien ser utillzndos como cxplante para generar más 

brote e advent lcioa. 

Los embriones cigóticos resultan un excelente material para 

la propagación clona! l.n .Y.i....t..r..2 debido a que la utilización de 

eetoe representa para el investigador numerosas ventajas por las 

siguientes razone e: 

i) El material con lo.e características más juveniles presenta 

una más fácil morfogénesia in vitro (Thorpe, 1984). esta 
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capacidad de regeneración ae ha visto disminuida en tejidoo •'• 

diferenciados coao en el caso de las Oramíneaa donde ad.n laa 

pl.&ntulaa reciente•ente gerainadaa han perdido BU 

capacidad •ortogcnética, (Hu, 1986), 

11) La cubierta de las aemillaa puede t4cilmente tolerar 

severos tratamientos de e11terilizaci6n auperticial, 

iii) El tejido dentro del óvulo ea completamente éateril 

pudiendo ser removido asápticamente del óvulo y ser cultivado in 

tl.tl:2 ( Collns, 1984), 

iv) El eabrlón zig6tico es frecuentemente uaado como fuente 

de brotes adventicios en la propagación clona! de diversas 

' plantas principalmente en la clonación de gianoeperaas (Aitken 1 

1984) 

iv) El embrión zigótico eat4 constituido por tejido 

parenquimático con bajo nivel de diferenciación, el cual 

auceptible de ser dirigido hormonaln.ente en su 11ortogénesia a 

voluntad, utilizando diferentes concentraciones y proporciones 

relativas de auxina y citocinina (Skoog y Hiller, 1957), 

Otros Aspectos Aplicados del Cultivo de Embriones Zigóticoa. 

Las técnicas del cultivo de embriones zigóticos han nido 

empleadas para aclarar problemas fundo.mentales de la 

embriogenesia 1 sin embargo la creciente sofisticación de loa 

métodos de cultivo rie embriones ha hecho posible que 

utilización se extienda u otras aplicaciones además de la9 antes 

mencionadas, Actualmente estas técnicas han sido aplicadas en 72 

géneros vegetales diferentes (Pierik, 1979 citodo por Hu, 1986). 
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A continuaci6n •e presenta una li•ta de 1-Sneroa y especies 

en loa cualea el cultivo de eabrionea ir.ig6ticoa ha sido 

utilh:adoa ex.i toaamente para superar problemaa en procesos 

reproductivos T de creci•iento. 

ESPECIE 

ll:il! sp. 

Ph11eco_l.!!!: 
Y.!WlArll· 

H2.r:..rulliD! ep. 

PROPOSITO DEL CULTIVO 
DE EMBRIONES. 

Determinar la Calidad 
de la Semilla. 

Germinación asimblótica 

REFERENCIA 

Hukerji, 1951 

Knudson, 1922 

Superar la Autoesterilidad, Abraham y 
Ramachand ran. 

( 1960 l. 

Acelerar la Germinación. Randolph y Cox 
( 1943}. 

Estudio de la Relación Pttdmnnnbhan, 
Parásito-Hospedero. ( 1967). 

Superar la Baja Viabilidad de Tukey { 1933), 
la• Semillas. 

Selección de Mutantes con Alto Lu.nda, {1980). 
Contenido de Aminoácidos 
Específicos. 

Germinación de Semillas de 
Paráe i tos Obligados, 

Haheswari y 
Baldcv, ( 1961) 

Tabla NQ 4, Aspectos aplicados de las técnicas del cultivo de 
embriones zig6ticoe. (Raghavan,1977¡ Colline, 1984). 
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3 .1, 3·, -c'1ltl~o de: E11brione• Zi•6ticoa del ~aero D.AiJ.lll• 

El . tr:ab~~o p.ionero de Van Overbeek ( 1941) hiz6 aportaciones 

riotable8''a laa tj§cnicas de cultivo de embriones zigóticos 1n 
-_-··.,_;:;·.·;,',·-· .··': 

.Y.i..t.x:2. ConslgÚiendo e'1 desarrollo de embriones de .l!AllI:A en un 
'·-··'. 

'medio d~-. Cu1'tivo artificial desde un nivel de desarrollo muy 

t~-~~.~~~~\~ ( co·raz6n o. 3 mm. de largo} haata conseguir plantas 

--\ii&.oi-e·s,·::~AriteS---del trabajo de Van Overbeek existieron numerosos 

i:epo.~tee ·¿e-· investigaciones sobre el cultivo de embriones maduros 

,a.isladoe -y desarrollftdos in~' sin embargo, no hablan sido 

reportados en - lrl literatura cultivos exitosos de el!lbriones 

inmaduros in x.ll.r:.2.~ La inovaci6n de Van Overbeek consistió en 

suplementar su medio de cultivo con agua de coco con y sin 

autoclavear: · 

los embriones . cultiva.dos en.medio de cultivo sin agun de 

cocO -desarrollaron hipocótilo epicótilo sin crecimiento de loa 

cotiled~ncs ,·--.re~:ultando, unas ·plántulas inviables. 

Los embriones cultivados en el medio adicionado con el agua 

de coco mOstrár_on un buen desarrollo de los cotiledones y del 

h1·p_~~-~~i_lc:>'. ias hojas primarias ee desarrollaron de un largo 

igÜ~l al d·e i~-s.· ;:oti.ledorl-es' 1 la ra·d íc11la ño se desñrrcilló hast·a 

que fuero·n· transferidos a un medio de cultivo oin agua de coco ya 

que. probablemente algún inhibidor del enraizamiento de tipo 

auxinico termoestable cetubiera presente. 

Van Overbeek, interpretó estos resultados de la siguiente 

manera, loe embriones muy inmaduros son incapaces de sintetizar 

sus propios factores de crecimiento, En experimentos posterioree 

Blakeslec, ( 1944) demostró que el extracto de mal ta al 3" podía 
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reemplazar exitosamente el agua de coco en todos loa cultivos de 

embriones de ~· e) Efecto de los aminoácidos en loa 

embriones cultivados. Snnder y Burkholder 1948 1 citado por 

Rietsemt., 1959) encontraron que los embriones de l!.tU.1!.r.ft i..n.22tiA y 

~ stramonium desarrollaban bien tanto en un medio de 

cultivo adicionado con una mezcla de aminoácidos como en medios 

de cultivo suplementados con caeeina hidrolizada o extracto de 

malta pero no fueron capaces de identificar un aminoácido en 

particular como el agente promotor del crecimiento embrionario ya 

que uno solo no pudo sustituir a la mezcla compleja de 

aminoácidos, 

Una vez que los trabajos de Van Oberbeek-' per=mi iieron el 

desarrrollo de embriones inmaduros en c~it'iV~---'~ .i.D. ~~~ .-- -otroS 
... , - •··. ·, .·-

investigadores empezaron a darle a estos Conoctai.1éntos una 

apllcoción práctica, asi que el siguiente paso ·rue la- utilización 

de las técnicas de cultivo in ili.r.2· porfl rescatar Ombriones 

hf.bridos interespecíficos de varios géneros, El- consegir híbridos 

interespecfficos del género ~ constituyó un reto para muchos 

investigadores, una vez que tuvieron disponibles las herramientas 

del cultivo de embriones y de el "factor embrionario .. 1 lo que 

permitió rescatar embriono'.'3 de hibridaciones tanto Bn cruzas que 

presentan solnmente barr~ras postcigóticaB {cruzas compatibles) 

como cruzas en las que existen impedimentos precig6ticos y 

postcigóticos (cruzas incompattblee). Blakeslee ( 1944) obtuvo 

las primeras "plantas mula" del género b.t.Y.n desarrollando 

hibricios interespecíficos y dieectando eeos embriones inmaduros 

una vez que superaron el estado de proembrión y cultivondolos en 

un medio artificial adicionado con el " factor embrionario", lo 
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que ¡)ermi~iría el deearrrollo de esos embrionea 1 Blakeslee 
',, ,·.· 

encontró Que el extracto de malta puede reemplazar exitosamente a 

la leé:he ,. de -'c~~o--utii"izada por Van Overbaek si ea esterilizado 
,,.-. '·"·· ·.·-

por tiltr8.ci6ñ .'e· en vez de esterilizarlo con calor. Blakealee 

real iZ6 · un iÍl,tenSo 

- e'nto·n·.~~~·. conoc,ida& 

trabajo hihrldizando las diez especies 

Aunque, no conaigi6 

hi~r1c1_1.~A~:_-l!• ~W con la.a otras especies de DlU.Y.l:A lo 

cual no debe sorprender considerando las grandes di terencias 

morfológicas de Q. ceratocaula respecto a todas laa demás 

especies de ~. 

He Lean 1 (l946)"'utiiliz6 la disección y cultivo de embriones 

para superar las barreras post.cig6t.icae que impedian estas 

hibridacionea intereepccí ficas que parecían imposibles de 

lograrse 1 Me Lean renliz6 18 hibridacioneu entre .Q.. ~.1U::it.t...Q.~ru!l11 y 

otras nueve especies de ~ obteniendo en 12 de estas 19 

combinaciones embrionee disectables que fueron cultivados y 

desarrollados 1.n tlt...r . .Q hasta au madurez, La hibridación de todas 

las especies de DA1.!!.rl! con I!· ceratocuulJ\ reeul tan 1 ncompat i bles 

al se realizan cruzae p. ap X Q.. ceratocnyJa como especir materna 

excepto la cruzo n. ~~ (hembra} X ~- RW f11acho> en 

las que resultaron embriones suceptibles de ser dieectados 

cultivadon hasta la t!ladurez. Jo:n las hibridaciones D.J!ldJ.rn 

ceratocaul@ (hembra) X º' ~ (mncho) y Q. c;_tl.!\J.9cnul(! 

t hembra} X D_, .i.u.2li.1!! ( m.'\cho l se obtuvieron embriones QUC! fu o ron 

disectados y cultivados y aunque crecieron no alcanzaron la 

madurez. Por otro lado en las cruzas compatibles de D. sp. X .D: • 

ceratocauln como especie paterna si hay formación de embriones 
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híbridos diaectablea en cada una de laa 9 cruzas interespecíficas 

posible• y que alcanzaron la madurez al ser cultivados .in .'l.il.J:.2. 

Sanders { 1950) realizó un análisis comparativo del 

crecimiento de embriones cultivados .in ll1.I:.2. entre los embriones 

provenientes de óvulos autopolinizodoe y embriones híbridos 

interespecíficos compatibles entre las especies ,D. stramonium, y 

¡¡.~. las cruzas incompatibles n_ • ..ln..2X..l@ X D· m.c.W, 

¡¡, ~ X ¡¡, JW:l!m2ILl..!im , ¡¡. .inruU!I X l1. <ti.Ktl!u:, l1 • ill2lÚ.A 

X .!l • .o.Ul!J!t2.!Ll..y_~ y 11· l!J.tltl X ~ • .iIL0-11.li· 

Loa embriones fueron desarrollados en un medio de cultivo 

con tres concentraciones de sacarosa, y sin O. 5" de extracto 

de malta. Los embriones autopolinizados fueron disectados en 

estadio de corazón (0.2 mm. de largo), Como resultado de esto. 

comparación del crecimiento de los embriones híbridos 

intereepecíficos con los embriones de óvulos autopolinizados de 

las especies parentales Sanders ( 1950) encontró que para las 

series de experimentos suplementados con los compuestos orgánicos 

mostraron un comportamiento en su crecimiento que se mostró 

intermedio entre lo. especies parentale~ ocasionalmente 

parecidos a una u otra de sus especies parentales y los híbridos 

reciproco o fueron usualmente similares. 
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4, O OB~BTIVOS, 

El género ~ ea un ejemplo repreaento.tivo de la gran 

diversidad vegetal mexicana, ya que nuestro país es considerado 

un centro de origen y diversificación del g1foero 1 puea de los 

once taxae conocidas de DJU.!u:A que crecen en México, 10 de 

ellos se reconocen como nativos de nuestro país (Oye, 1989), 

además de que existen varias especies Hexiconas endémicas. 

Esta gran diversidad genética del género ~ aunada a su 

gran potencialidad de generar aatisfactores de naturaleza 

farrnacológica Justifica pleno.mente que se deapliegen amplios 

recursos que nos permitan optimizar el aprovechamiento de este 

' valioso recurso genático Mexicano. 

En particular, los objetivos de la presente investigación 

fueron: 

1,) Aplicar las técnicas de cultivo d~ tejidos vegetales a 

~ stramoniym que constituye un gran recurso genético 

potencial de interés farmacológico. 

2,) Conocer la respuesta 11orfogenética de 0111briones ci1t6lico11 

de lliU.Y.r.!! ~ inducida por el efecto de diferentes 

conr:entraciones, propor·ciones relativas y combinaciones do dos 

diferentes nuxinae con doe citocininne. 

3.) Determinar loe reguladores de crecimiento así como los 

mejores tratamientos u los cuales existe una óptima respuesta 

morfogenétJca suceptible de ser empleadn para manipulaciones 

biotecnol6gicas posteriores en eventos de rel(eneración vegetal 

para la clonación l'. propagación masiva de individuos élite 

nl te.mente productore~ de alcaloides 

4.) Proponer un modelo de 11icropropagaci6n para~ etramonium. 
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5, O llATl!RIALES Y HETODOS, 

5 ,1 Material Biológico. 

Para la realización de la preaente inve9tigaci6n se 

utilir.:aron semillas de ~ l.iJ:.!\m.9..ll..ÍY!! obtenidas de _ cápsulas 

maduras de plantas que crecian en el campus universitario del 

Pedregal de San Angel. La colecta se real izó en octubre, de 1988, 

de loe invididuos colectados se conservan eje11plares 

herborizados depositados en el Labotatorio de cultivo de tejidos 

vegetales del Jardín Botánico de la U.N.A.H, 

Las ventajas de la utilización de llAt.Yn stramonium para. 

experimentos que involucran eventos de reproducción, polinización 

y fecundación son varias y muy importantes entre las que podemos 

enumerar la11 siguientes: 

~ .ll.t..t..l\111.2..ll..l. es una especie autógama que puede ser 

considerada como una linea pura, que por su endogamia repetida le 

ha ocasionado un alto grado de homocigocidad. lau especies de 

DJU....4.1'.A generan un alto número de ecl!lillne 1 lo cual permitió 

realizar la preucnte investlgaci6n con semillas de varios frutos, 

todos ello• procedentes de la misma planta. 

Los dos hechos mencionados anteriormente 1 representan para 

una investigación como esta, una gran importancia pues con estos 

reduce Ja variabil !dad genética intrinseca de loe organismos. 

Los explantee uti l i zadoR Pllra este estudio fueron embriones 

zig6ticos maduros aislados de sue cubierta• seminales y 

deeproviatoe de su endospermo. El objeto de utilizar embriones 
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maduros tiene dos importantes ventajas: Los embriones maduro• 

encuentran en un estado autótrofo donde fisiológica y 

nutricionalmente independiente del tejido materno, los embriones 

maduros tienen la capacidad de sintetizar sus propioa !actores de 

desarrollo mientras que los más inmaduros lo son {Van 

Overbeek, 1941 ) 1 además de que invariablemente los embrione11 muy 

inmaduros requieren de extensos refinamientos en la formulación 

del medio de cultivo, los 'cut..les deben de ser empíricamente 

determinados, lo que hace ~vidente que el a•pecto 11As importante 

del cultivo de embriones inmaduros es la definición del medio 

de ~ultivo necesari~ para sustentar el crecimiento y deaarrollo 

de los embriones {Collins, 1984}. Otros autores cuando se 

refieren a la difícil aobrevivencia de embriones muy inmaduros 

cultivados in .Y.i..t..1:.21 atribuyen su imposibilidad de desarrollarse 

en cultivo a otras causas entre las que podemos mencionar: 

El medio no contiene loa elementos indispensables para la 

sobrevivencia del embrión, o bien, porque la separación de el 

embrión del tejido materno causa una 1P.a16n, al nivel del 

auspensor al cual las células embrionarias no pueden sobrevivir, 

ni a lo. repentina penetración del medio de cultivo a travee de 

la herida (Honnler, 1978}, Esta hip6teeis se ha visto confir11ada 

de una manera indirecta al cultivar exitosamente embri.ones 

globulares incluidos en el óvulo en cuyo caso el suapensor 

permanece intacto. (Honnier, 1984). 

La otra sran ventaja consiste en que todos los e11brionee 

de una cápsula madura han alcanzado su tamaño máximo y éste es 

homogéneo, reduciéndose con esto las variaciones en la respuesta 

de loe embriones en cultivo debido a la diversidad de su tamaño, 
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ya que los embriones inmaduros dentro de las semillas de· la mi•ma 

cápaula pueden variar loe niveles de desarrollo, lo cual sugiere 

que existe competencia nutricional entre los óvulos en 

desarrollo. Examinando la distribución de los niveles de 

deaarrollo embrionario dentro de una cápsula podría determinarse 

cuales de la semillas se encuentran en mejor disponibilidad de 

recibir el aporte nutricional. Son muy notables las diferencias 

en la condición y vigor de talen embriones cuando son cultivados 

inill=• (Sanders, 1948) 
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5~1.f Eete-ri.-l~Z&ciOn' 1,biaecCi6~···de_':lo~ _EXpl~Ílte•. 

La d'esf~festaclóñ .- sUperticiial de_ ·1aa: seÍllillas ·se· consigió 

deapUes ' de·- intontar diVersoá proc.e~d·i~"i.:ent~~' __ -,J.o• cuales 

r·éai.il tarori '~n:~-~--f ~cie_~te-~. par_a º~~nsegUir .. la< elimináción de 

con.Í:a~i~8~tes. ;·fúng·i~os .:y b'&.cterianoS, 

Ei·:P·!-"·~mer ~~~~~:~d.t~i-ent~. ·utili:z-~dO fue e.l di~eñad~ por Karlha 

( 1984 j eUpe~Üci~l.d~-,~ ~ el 

cual prOPone ·el ,·siguiente· tratamie-nto: L-) Et'~nol 70~ (V/V) (l .. , 
minUto} ~ ·~~-2·;;.;.)Hi.pocÍ~·~itO -de· s~dio (NaOCl) 20lL (V/Vl ( 15 

m~~~-~~-~_r.,· _3;'/>~-2--~~~j~ages: _-e~ "8.gua: dest!lada -ee:téi-il •. -
- · -· ,_: - -.-,,· .. -_ .-;·-,-- -· -

·--Para 18. ·_ .- sólUción dé Hipoclori to de Calcio 
·- .... - ' 

blanqueedor .'C0mercia1- "Cloralex" con ª" de cloro activo. 

_-~El _-procedimiento descrito anteriormente aunque resulta 

8deCu&do~ para la esterilización superficial de aemUlas, no 

resultó sutfciente pnra lograr una adecuada desinfeatación, ya 

que se presentó una contaminación general izada por lo que se 

intJ."odujeron variaciones en la concentración de Hipoclorito de 

SodÍÓ. Las dosis e1npleedas fueron: 20X, 25X. y 30% (v/v). 

De la misma manera se incrementó el tiempo de exposición al 

Hipoclorlto de Sodio, loe periodos de tiempo fueron : 16, 20 1 -Y 

25 minutos en ngitacirin constante. 

Aún despues de incrementar la conoentrnción de Hipoclorlto de 

Sodio - a JOX -Y por un_ tiempo de hes ta 25 _minuto~ de __ e~po~ ic;~_ó_n -ª~ _ 
mi1Jmo, la contaminación los cultivos continuó siendo 

general.izada, por lo que se intentó un procedimiento m.Aa drástico. 

Para eeto se recurrió al siguiente método de esterilización 

superficiul: l.•) Etnnol al 70% (v/v) por 60 segundos, 2.-) 

Hipoclorito de sodio (Nn.OCl) al 20" (v/v) por 15 minutos, 3.-) 
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.. > . _ :/-.,- .. ·'/:\ .: .:- :~; 
Inmel-si6-íl: de_.·-1aa --semilla& en ácido _sulfúrico (H so ) concentrado 

durante.·3~ ._~-~;~~~~~~~ , .. ~,:~-'.~:/)~ ~~ enj~~sea a~cesivoa !n !gua destilada 

f?B~~~~l; . ~~_:< :~{~;;~:_: .. :~·· ... 
· Eate;.J>r~-~_edi.ni"!'ent~.~ ·-ª~~nque • disminuyó la contaminación no la 

evl t6 · d.é· -~~~:·~~· .. :-~:i-s~1·f1~~-~iva·. El tipo de contaminación que se 
· .. ;_:;_.-.• -.-. '; -·: c. 

pi:-eá·e.~t6: - eri_·:l.os :~c_utivos fue un ~echo verdaderamente notable, ya 

que en todÓs -·ios casos la contaminación fue de naturaleza 

badte:ri~n~·, además de .que -en todos los casos preseritaban-" lfts · 

mismas caracterialicaa coloniales, como la forma de creciraiento1 

bordes de la colonia, color y consistencia, esto, aunado al hecho 

de que se presentara contliminación despues de un tratamiento de 

des infestación superficial tan severo 1 permite afirmar 

categóricamente que la contaminación bacteriana era sistémica. 

Por lo cual no era posible suprimirla con ningún pr0Cedi11iento de< 

des infestación superficial 1 por muy severo que fuer':' - el 

tratamiento, incluyendo la inmersión de lae semillas .en ácido 

sulfúrico concentrado. 

Algunos autores proponen para estos casos, la de1i'1.festación 

superficial de loa embriones aislados con soluciones suaves de 

Hipoclorito de Sodio (Dahmen y Mock 1 1971 citado por Hu, 1986) 1 

Este procedimiento de dcsinfestación directa del e•bri6n, en 

ttSrminos general e e 1 no ea necesario, a menos que las cubiertas de 

las semillas se encuentren rotns 1 o bien cuando se conoce con 

seguridad la presencia de microorganismo& que contaminen los 

embriones durnnt.e su disección (Hu, 1986). 

Sin embargo, dado que 1 el tejido embri6nario ea tan frágil Y 

suceptible de ser dañado por el hipoclorito de sodio se optó por 
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implementar otro procedimiento de desinfeatación con la 

utilización de antibióticos, para lo cual fue necesario aislar 

colonias bocterianaa cuyo crecimiento surgió del explante en 

cultivo, so seleccionaron 4 cepas, que a simple vista eran 

llgeramente diferentes, posteriormente para la purificación de 

estas se- sembraron loa explanteg contaminados en cajas de petri 

con -·.medio de Huller-Hinton (H.H.) IBIOXON) con el fin de 

permitir. que-la colonia se difundiera en el medio agar-M.H. para 

lo cual las -cajas de pe tri incubaron o 32ºC y por otro lado se 

tomaron muestras con una asa microbioló~ica directamente de loa 

bor"de-s del explante ;ontaminado y se realizó una siembra estriada 

en cajas de petri con medio agar-H.H. )' fueron tnmbién incubados 

a una temperatura. de 32 ·e por 24 horns en paRici6n invertida 

para evitar la evaporacion del medio. 

Se observó el cree imiento bacteriano en loe doa caso e y se 

seleccionaron las colonias que preaentáron lo mismas 

caracterist lcns morfológicas abservnbleR en el microecópio 

estereoscópico tomándose de cuatro a cinco colonias oemeJantes 

con una asa microbiol6gicn previamente flameada y inocularon 5 

· -- --- ml-, de caldo nutritivo ( BIOXON) y se dejaron tempero tura 

ambiente por dos a cuatro horas de donde se tomaron alícuotas de 

un ~ilil~tro de caldo nutritivo con el que se inocularon plncas 

de· medio Agar-H.H. con el propósito de verificar su purczu en 

base a sus característicos de crecis11ento colonit1.l lformu. del 

bordé, elevación de la colonia, consistencia, calor. tamaño.}, 

Una vez purificadas les cepas se llr?vó a cnbo la t.\.nci6n de 

Gramt' (ver. apendice 2) colocando una asada de cada una de las 

colonias aisladas purificadas sobre un portaobjetos 
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(esterilizado en alcohol etílico al 70" ) donde previamente se 

colocó una gota de agua esterilizada por filtración Hilipore 

(0,45 ¡1m.) me::clnndo suavemente la asada con el aguo., 

posteriormente ae dejó secar (todo esto se realizó en condiciones 

lUJ~Pt.icae dentro de la ca•pana de flujo laminar) después de lo 

cual ae proc(.odi6 a realizar la tinci6n de Grom, a continuación 

obaer\'aron las colonias teñidau bajo el mlcrosc6pio óptico con el 

objetivo de inmersión ( lOOx}, Este análisis morfológico 

rnicroacópico reveló que laM cuatro cepas seleccionadas 

bacilos gordos de una o dos células Gram-negativos. 

Posteriormente se repitió el procedimiento de inocular las 

cepas puras en cinco mililitros de caldo nutritivo (Bioxon} 

incubandolos posteriormente a una temperatura de 32ºC y por un 

tiempo de dos a cuatro horas. une. vez transcurrldo el lapso de 

incubación y dentro de la campo.na de flujo laminar ee procedió de 

la siguiente manera, ee realizó una siembra en estrías, pasando 

varias veces un ieopo de algodón embebido en el medio nutritivo 

inoculado sobre la superficie del medio agar H.H. con la 

tinnlidad de inocular las placee pora re"1izar loa Rntibiogrmas 

-por medio de discos come re la.les Gram-ncgati vos y Gram-pos i ti vos 

(Bioclin). y de esta manera caracterizar la sensibilidad de las 

cepus cultivadas y seleccionar el antibiótico que eliminara la 

contaminBción bactcr lana de los cul ti voe, 

El resultado de los antibiogramas realizado en las cepas 

obtenidas mostró el efecto de los antibióticos siguientes que a 

continuación muestran en la tabla NQ 5 donde se reoume su 

efecto en las cepas cultivadas. 
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ANTIBIOTICO EFECTO EN LAS CEPAS 
CULTIVADAS. 

Acido Nalidixilico Intermedio. .. 
Amikncina. Resistente. 

Ampicilinn. Resistente ·-Corbenicilin. Resi1:>tente. 

Ccfnlotina. Resist~nlc. 

Cet'olaxima. Resistente. 

Cloranfenicol. Re'iistente. 

Colist!na. Resistente. 

Di<..loxncil ina. ' Resistente. 

10 Erilromicin11, Resistente. 

11 Estrcptom1cinn. nesistcntP-. 

12 Oentamic1na. Bncter1cidn. 

13 Knnnmicina. Bactericlúa. 

l·I Lincomicina. Hes is ten te, 

15 Nilrofuranu. Ht>sistenle. 

16 Pcnlc1l1nu. Hes1stentc, 

11 Tclrncicl ini~. Bu.ctl•l·icid1•· 

18 Trimetroprim- ReHiRtcntc. 
Sul fttmetoxasol ..... ~ ..... ~~~~~~~~"-~~~~~~.-~~~~~~~·~ 

TABLA N2 5. Efecto de loe .iiferentet: 11ntib1óticos utiliz11dos en 
loe anti bi ogrnmas en lnY CCJH\S cul ti vnda8, 

La t1nc16n de Gruir., Junto con las características coloniales 

de lns cepas el análisis morfológico nl micos.copio de las 

c~pae aisladas y cultivades 1 ademas de la notable semej.nn::n ~n le. 

sensibilidad y reainlencia a los mismos antibióticos nos permite 

suponer que muy probablemente se trate de 1.J. i:iisr.iil. csr-ccie 
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bacteriana, 

Una ,~ez. determinndo".1 los anlibiótlcos - que tu.\.·ieroh mejor 

efecto bnctér_icid?- c_rl .lz:i.~· cep~~ <?.~ltiV-~d_asL se; ~s'~iec.éion6 de 

entre .ln k.i1~n_mi~ina, oe'il.tamicin.~ y la:." tetraci?~ina, a la 

, oetito.iDic:~l!~• __ po~que. ~~ta. rep~·esent_ab~ 'las Si8ú'1ente8' ·ventajatn 

La Gentamiciria. - se -'utiliza actualniente' . .: en:, Pr?cedina_ientos 

~Utin_&r~OS 

,v,eget~lC:~, 

de - desi-~~~et.~6-160·- :_-s·Jp~-r.'f·ii1~1";;_: de- ·1aa·· explantes 

debido. al amplio espe_ctro, de sü acción bactericida. 

ya ~~e tiene e-fect.o tanto en bacterias tanto-·aram positivas como 

Gram negatiyas 1 así c9mo también sobre- inicoPlasmaB. La 

Gentamicina ee uno de los antibióticos que se manti~nen estables 

por un mayor núme1•0 de dias ( 5 días } en el medio de cultivo a 

37ºC (Shaffner 1979) esta característica hace de la Gentamicina 

uno de los antibióticos que tienen su actividad bactericida, por 

lapso más prolongado que otros antibióticos, 

Eichholt~ et al. {1979) reporta que el uso de un antibiótico 

de amplio espectro como el sulfato de Gentamicina puede llegar a 

extremadamente útll para alg1mos sistemas de dencontaminación 

bacteriana 1n ~ Riempre Y cuando sea empleada en dosis 

inferiores las cuales afecto. la formación de brotes 

adventicios, Eichholts encontró que la morfogénesis en callos dC' 

~ ~ resultaba significativamente inhibida 

concentraciones de Gentnmicinn superiores 25 mg/ l una 

completa supresión de la orgnnogéncsis cuando el 11.ntibiótico fue 

utilizado a una dosis de 100 lllg/1. 

Es un hecho conocido que varios antibióolicos tienen efecto 

hormonal en los tejidos vegetales en cultivo, tal ee el caso de 
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las penic~linas que e'e sabe que tienen un efecto de auxina en loa 

cul ti vos;.i.:n Yillsi ·( Robie~·, 1985). 

Es ·~~P.~.,~ta~-¡~. · ~·-~~rici·~n~~ que no ae puede generalizar 
', ' 

c8te~6r·1~~J;ieri~e que . ·el~ uso de loa ant.ibi6ticoe resulta 

Jncónven-iente o~ :«bi~n __ que resuelve indiscriminada11cnte los 

~~~,~~~m~-r -d~·~; c'ontaminaciÓn bacteriana si~~témica, ya que los 

~~J ~d.~s "!-~!)-~_~alea mue~tran _respuestas variables de acuerdo a au 

genotipo:, tren.te ~· a los antibióticos 1 razón por la _cual la· 

por 
. ,. - .. 

ensayo y err~~ pa_~-~ los casos en que se justifique plenamente. 

La ·kanam.icin·a ~ la tetraciclina descartaron para el 

control d~ -1a·._~ori_tamin~ción bacteriana por las sigJenteB razones: 

la ·tetraciclifta al igual que la kanamicina son antibióticos en 

los · que·-con···mayor frecuencia se ha determinado tener un efecto 

-t6x:Í.~-o en· las células vegetales en cultivo (Pollock, 1983) además 

de que son difíciles de conaegir comercialmente presentaciones 

que .se puedan administrar fácilmente en los procedimientos de 

deeinfestaci6n bacteriana. 

Por todas estas razones se implement6- el siguiente. 

procedJmiento de deeinft:cción superficial de lua semillas: 

t.-) Etanol 70 % (v/v} por 60 aegundos, 2.-) Hlpoclorito de 

sodio ( NaOCl ) al 20% (\·/v) 15 minutos en agitación constante, 

3.-) Acido Sulfúrico concentrado (11 SO ) por 30 scgundoe, 
2 4 

4.-) Primer enjuage en agua destilada estéril, 6,-) Segundo 

enguage en agua destilada estéril, 8.-) Hidratación de las 

semillas por 48 horas con sulfato de Gentamicina (20 mg/l) 

esterilizado por filtración Hilipore. 

Este procedimiento resultó ser el mejor de lodos loH 
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anteriormente empleados 1 pues redujo la contaminación 

significativamente ya que era generalizada ( 100") a solo 7 de 

ceda 100 ( 7") unidades experimentales . 

.5. 2 H&todo de S ieabra. 

Dcspúes del proceso de esterilización del material biológico 

descrito anteriormente se procedió a la disección de los 

explanteo 

de flujo 

limpiarla 

material 

lo cual se realizó en el área aséptica de una campana 

laminar (VECO), La cual se puso a funcionar antes de 

y desinfectarla. Se introdujo en la CAllpana todo el 

requerido para la siembra y la disección de los 

embriones, esto incluyó tubos con medio de cultivo, microscopio 

de disección estereoscópico, instrumental, navajas de acero 

ino:ddable, agujas de disección, bisturí, pinzas de relojero. El 

instrumental se coloco en un frasco con alcohol etílico 

industrial al 70% (v/v), cajas de Petri esterilizadas y las 

semillas en tratamiento. 

Una vez que el material estuvo dentro de la campana de flujo 

l::.~inar desinfectó superficialmente con alcohol etUico 

industrial al 70% 1 y poateriOrmente se limpió el área de sembrndo 

con alcohol etílico industrial al 96X y se dejó secar el a.lcohol. 

una vez acco se encendio el 11.iechero Bunsen para proporcionar una 

área estéril de trabajo adicional dentro de la campo.nA. de flujo 

laminar, 
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Disección de lo• Bxplantoa. 

Bajo el microscopio de disección y sobre una caja de Petri 

esterilizada se sujetó una semilla con las pinzas de relojero y 

con la navaja de acero inoxidable se realizó un corte en el 

primer tercio sagital longitudintd de la semilla, ya que de esta 

raanera el corte no dañaba al embrión, poaterior11cntc con un 

bisturí se presionó las cubiertas y el endospermo que rodeaba al 

embrión para poder aislarlo, una vez liberado el embrión se 

tomaba con las pinzas de relojero y se depositaba en medio de 

cultivo HS líquido ~sterilizndo en autoclave con lo que se evitó 

desecación del embrión a la vez que se mantuvo en un medio 

isotónico que impidiera la plaem6lisia celular. 

Para la presente investigación oolo se emplearon embriónea 

aislados e íntegros en sus dos regiones I!lcriatcmáticae y fueron 

desechados aquellos embrionl!!a que durante el proceso de disección 

resulta ron dnñados en alguna z:ona merietemática ya que os tas son 

zonas de síntesis de fitohormonns endógenas y esto se hubiera 

manifestado en la expresión morfogenéticn de loo E!r!brlones en 

cullivo 1 ya que un embri6ri t.le}lprovisto de alguno de 

meristemos se deebalancea hormonalmrntt'? a-1 f tenemou qu~ lae 

nuxinae son sintetizadas en los ápices en desarrollo, y exiaten 

evidencias dt> que las citocininae se forman en las ratees y se 

transportan o las boj.u y tallos {Bidwell, 1979¡ Rojas, 1979), 

Ante!i de usar el instrumental, para cada disección 

flamearon en el mechero Buneen y enfriaron con agua destilada 

eat6ril. 
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Una . ,vez .. alelados Y reunidoe en medio HS liquido, todos los 

embrionea de cada tr~tamiento ae extraian con una aaa de siembra 

bacteric:>l6gica previamente flameada y deposit6 un embri6n en 

el -interior de un tubo de cultivo de 25 X 126 con 12,5 ml de 

medio' de ·cultivo cada uno. 

6. 3 Hedlo de Cultivo. 

---~El medio de cultivo utilizado fue el propuesto por 

Hur_ashl.ge y Skookg {1962) (HS). Para la preparación del medio de 

cultivo. se utillzarnn soluciones concentradas de sus diferentes 

~o~~tituYentee: macronutrimentos, solución de cloruro de calcio 

{CaCl · } ; micronutrimentoa 1 solución de hierro quelatado con 
2 2 " 

Na EDTA, inoait.ol, vitaainaa y glicina, preparadas en 100 ml para 

10 20 litros de medio de cultivo y coneervados en 

refrigeraci6n a 6' C hasta su utilización. En el apéndice 1 se 

indican loe diferentes constituyentes del medio así como tas 

cantidadeu de cada uno de los reactivos empleados en el medio así 

como en las preparación de lne soluciones concentradas, 

tomaron alícuotas de estas soluciones y se adicionaron a la mitad 

del volumen finu.l de agua. destilndl\ 1 se agre~o la aneo.rosa (30 

g/]) y se mezclaron en una parrilla de agitaci6n magnética haetn 

que ee disolvi6 despues de loe cual se aforo a su volumen final, 

ajusl6 el pH entre el rango de 5.7 y 5,9 con NaOH (O.l y 0.5 

N) y HCl (O , l y O. 5 N) , 

Una vez ajustado el pH se agregó el agar y se dej6 en 

agitación por unos minutos para que se hidro.tara el agar el cual 

se fundi6 posteriormente en un horno de microondas calentiindolo 

hasta 185º F ( 85' C) ya que la temperatura de fusi6n del agar, 
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se encuentra en el rango de 80- se·c, a continuación ae agitó por 

varios 11.inutos nuevamente para homosenizar la aoluci6n 

completamente. 

Por Ultimo ee sirvieron 100 ml de medio de cultivo en 

vasos de P!éC:iP!_~~d.0, d~ 250 11.l 1 se lee agregó las alícuotas 

hormon.ales correSporiCUentea al tratamiento y se mantuvieron en 
'. ··.·{ ·.· 

'agitacióñ-·-; ··coha~~.~~té,, p~r varios minutos, finalmente se 

repar!-ie,i;~n "'io·~·.:iOQ: m.l de -medio de cultivo en 8 tubo e de ensaye 
·: ·" 

·de ·~-~;2s -X 12.5 :"if!SYiit:aridÓ- uri volumen de 12. 5 ml de medio de cultivo 

Por é:Ada~ ~~ti~~:/ tci-~~s ;los tubos se cubrieron con una doble 
~-~ -~<::.:-: 

capa de 

-Pape f. a1~~·m1_ñ·~~· i.o·s- c..ua1os · se suJctaron con· 11gaa de hule. 
----

--Er<·'aÍediO se esterilizó en autoclave a preBi6n de 20 
·-.• --/-o:.·.;-=,,..;""'-, ·; 

.lb/pl' ,ILS kg/cm') y una temperatura de 126. e durante 15 

mlnut.os. 

Resuladorea de Crecimiento 

Loa resula.durcs de crecimiento utilizados ee prepararon 
-3 

en soluciones concenlrndna: lxlO H. 

Las auxina:s ANA y AIA 1 se disolvieron en eto.nol, 

calentaron ligeramente y diluyeron grndualmonte hasta o.forarloa 

en 100 ml de agua dcetila~a conservandose en refrigeración a O ºC 

hasta ser utilhrndae. 

Las citocininas BA y K se dieolvleron en un volumen 

pequeño de HCl O, 5 N calentandolo 1 igcramente y despuee de lo 

cual se aforaron a 100 ml de agua destilada nlmacenandoee tambit§n 

en refrigeración. 

5.4 Condiciones de Cultivo. 

Una vez realizada la siembra, loe cultivos fueron incubados en 

una cámara de crecimiento a una temperatura. de 26 ± 2ºC 7 un 
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fatoperiodo de 16 h luz Y 8 h de obscuridad, la intensidad 

luminosa. tue de 1500 lux. 

5. 5 Oiaefio Experi•ental. 

Se realizó un experimento factorial completamente al azar 

de dos variables ( 22
): dos auxino.s y dos ci tiocininas con cuatro 

niveles (Concentraciones Hicromolar (pM] ) para cada factor: 

Las auxinae utilizados fueron: AIA, ANA, 

Las citocininas empleadas fueron: BA y K. 

Loe cuatro niveles (concentraciones) de las fitohormonas 

empleadas fueron: 0,0, 0,1, 1.0 y 10,0 micromolar. [µH] (1 
-6 

X 10 H ) • 

Cada experimento completo constó de 16 tratamientos 1 

repeticiones y 128 unidades experimentales para cada barrido 

hormonal y 512 unidades experlment11les en total para los cuatro 

barridos hormonales real izados. 

Los fi loreguladores se utilizaron de mane1•a que siempre 

estuviera involucrada una auxina con una citocinina a la vev. en 

cada barrido hormonal, produciendose asf todas las posibles 

combinaciones enlre los cuatro niveles de cada variable, 

resultando 16 tratami~ntos hormonales diferentas para cada 

barrido hormonal 1 de ce ta manera para cada tratamiento existía 

uno proporci6n relativa diferente de auxina\citocinina en cadll 

tratamiento del experimento. 

Se eatableci6 la eiguiente tunción de respuesta: 

Y : µ + Q + fl + (afl) + E 
iJk i J iJ iJk 

En donde: 
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1 1 2 ••••• a. i-ésima concentración de auxina. 

l 12.,,, ,b, j-éeima concentración de citocinina. 

1 1 2 •• , • , r. k-ésima repetición. 

Y· =-Ea· la variable de respuesta (inducción de brotea 1 callos y 
iJk 

raices) bajo la i-ésima concentración de auxina y de la j-

ésima concentración de citocinina en la k-éslmo. repeticion. 

µ = Es la medio general de lo función de respuesta. 

n = Representa el etecto producido por la i-ésima concentración 
i 

p 
J 

de auxino sobre la variable de respuesta, 

= Representa el efecto producido por la j-ésima concentración 

de citocinina so~re lo variable de respuesta. 

( nll) Representa e 1 efecto conjunto d.!' la i-éah1a 
iJ 
concentración de auxina y de la J-ésima concentración de 

citocinina en la variable de respuesta. 

E Pactar de variabilidad asociado a lRe condiciones no 
iJk 

controladas del experimento. (Error Experimental). 

El número de repeticiones se determinó como ocho, ya que 

la utilización de entre cuatro a ocho repeticiones permite 

obtener un grado de precisión rnzonable (Little, 1985) 

consiguiendoee de esta manera el número de grados do libertad 

para el error (GLE) mayor que 100 en todos loe análisis de 

varianza realizados con lo que se reduce significat.iva11ente el 

coeficiente de variación (De la Loma, 1966, citado por Reyes, 

1980), además de que se reduce el error experimental de manera 

notable, e incrementamos el valor de la P calculada, dado que es 

posible manipular, esta cantidad aumentn.ndoln en forma 

directamente proporcional al número de repeticiones, ya que para 
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determinar este parámetro (OLE} se efectúa el producto del totá.l 

del nllmero de tratamientos por el mlmero de repeticiones menos 

uno abfr-1). 

Una representación esquemática de los cuatro barridos 

hormonales de que conaieti6 el experimento realizado se muestra a 

continuación. 
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6. 6 Evaluación de laa Variables Dependientes. 

Dado que el objeto de esta investigación ea analizar el 

efecto morfogenético de los diferentes trntamientos hormonales,. 

los parámetros cuantificados son la formación de callo,raices y 

brotes. 
Callo. 

El crecimiento de callo en loe tratamientos hormona.lee en los 

cuales ee presentó, se evaluó cuantificando los dos parámetros 

que mejor caracterizan su crecimiento, estos fueron: peso fresco 

y el peso seco, para cuantificar el peso fresco se pesaron en una 

balanza analítica los callos sobre un trozo de papel aluminio de 

peso previamente conocido. Para conocer el peeo real se obtuvo la 

diferencia del trozo de aluminio con el callo y el pedazo de 

aluminio solo, paro determinar el valor de peso se utilizó 

el mismo callo del que se obtuvo el peso fresco, el callo ee dejó 

secar en una eetufa o. 60 •e y se pesó a las 48 horas que fue 

cuando mostró un valor constante 1 considerándose tal valor como 

el peso seco. 

La presencia de callo se manifestó en el mismo explante ya 

sea como callo solo o bien Junto con ralees y/o brotes. Para la 

cuantificación del callo se separaron de éatc ln raicee y/o 

brotes que estuvieran presentes de manera que 

cuan ti U car el callo solo. 

Raicea, 

pudiera 

1111. rizog6nesis se cuant1tic6 determinando el m1mero de raices 

por explantc en los casos en los que se presentó, 



Brote a 

Para determinar la magnitud de este parámetro ee 

cuantificaron el número de brotes adventicios incluyendo el brote 

generado por el merietemo apical 1 fueron considerados como brotes 

las tormae que tenían al menos dos parea de hojas, que de manera 

general median 5.00 mm. No se cuantificaron las 7emae que se 

presentaban como puntos activos de crecimiento y que mostraban 

primordios foliares diferenciados, pero que se mantuvieron en ese 

estado todo el tiempo que duró el experimento, seguramente 

inhibidos por la dominancia apical que ejercían los brotes 

principales, 

Para la construccl6n de laa 1ráficas de los diferentes 

parámetros morfogenéticoe evaluados se consideró la media 

aritmética de sus valores determinadoá de la manera anteriormente 
• 

descrita. 

El vacio o llenado en las barras de las gráficas no tiene 
ningún significado en particular y solo se utilizan para 
diferenciar una fila de barras de otra. 
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6. 7 Evaluación Katadi•tica. 

La respuesta morfogenética de los embriones cigóticoe de 

l!!U..Y.1:A stramonium. bajo la influencia de las combinaciones 

hormonal ea de dos auxinas y de dos el toe ininas fueron evaluados 

de la manera anteriormente descritos en el apartado 5. 6 y como 

estableció en la sección 5, 5 se realizó para cada uno de los 

parámetros evaluados un análisis de varianza bifactorial mediante 

el paquete estadístico SPSS insto.lado en el equipo Burroughs 

86000 de la Dirección General de Servicios de Cómputo Académico 

(O,G.S.C.A) de la U.N.A.H. Los cuales revelaron que para la 

anayoria de los casos existían varias discrepancias entre los 

resultados del análisis de varianza los supuestos 

fundamentales sobre loe que basa este, ya que cuando se 

realiza este análisis se debe presuponer: 

L-) Que las varianzas de las diferentes muestras son 

homogéneas, 

ii, - ) Que las varianzas y las medias de las distintas 

muestras no es tan correlacionadas, 

UL-)Que loe efectos principales son aditivos. (Reyee,1980; 

Little, 1985.) 

Sin embargo después de realizar el análisis de varianza 

se encontró frecuentemente que los datos violaban simultáneamente 

estas tres suposiciones. Cuando existen este tipo de 

irregularidades en las reglas fundamentales del análisis de 

varianza es necesario realizar una transformación logarítmica, 

angular (arco-seno) de raíz cuadrada, examinó 

individualmente cada uno de loe 16 análisis de varianza 
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real izados y se practicó la transforma~ión conveniente a cada 

caso seglln el siguiente criterio: 

Tranafor•aci6n Logarítmica Siempre que ae tuvieron datos en 

loa que la desviación estándar de las muestras fueran 

proporcionales a las medias, además de que los efectos debidos al 

tratamiento resulta ron mul ti pl icati vos en vez de aditivos 

aplicó la transformación logaritmica de los datos, realizando 

nuevamente el análisis de varianza, utilizando esta vez los 

logaritmos de loe datos obtenidos. (Reyes, 1980; Little, 1985). 

Tranatormac16n de la Raiz Cuadrada Cuando los datos.:tienden -.a -·-: .. 
mostrar un'a· ,·distribución de Poiason, es posible., aPl1~~~ .- loa 

métodos eStadt'Sticos que se ut i1 izan en poblac"ionee con 

distribución normal a las distribuciones binomial~-a· o :~~~:·p~ia~:o_~: 
si a_ los ~&io;i-~s originales se les elimina 18. ,·~a·i~~trÍa . 

cariúiieristi-Ca de esta distribución con la extracción de la raíz 

cuacirada-----de -1oa ·valores observados. Los casos que presentaron 

e·ete tipo de distribución pudieron ser identificados si su 

deeviacióil estándar tiende a ser igual a la media general 1 es 

decir, si oª=ii (Reyes, 1980; Sncdecor, 1981). 

Tranaformac16n Angular o de Arco-Seno, No encontró ningün 

caso en que las medias y la desviación estándar mostraran una 

relación que hiciera necesario este tipo de transformación. 

Después de efectuadas estas man1pulnciones estadísticas de 

los datos, las pruebas de homogeneidad de varianzas mostraron 

una mayor semejanza entre ellas ya que en ningUn caso la relación 

de la varianza mayor entre la varianza menor resultó ser mayor 

que 0.645, mientras que en loe datos sin transformar, la 
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heterogeneidad de las varianzas era significativamente mayor ya 

que la relación varianza mayor/varianza menor alcanzó un valor de 

hasta .17 .49, lo que provoca que bajo eatas circunstancias ·el 

análisia de .varianza pierda sensibilidad para detectar 

diferencias· significiativas entre los tratamientos debido a. loa 

factores a que ~.ueron sometidos, 

En los 16 análisis de varianza realizados se encontraron 

difc:-enclaP. signifiC&tivas debidas al tratamiento. (ver tabla Nº 

6) posteriormente se procedió a determinar los mejores 

tratamientos estadísticamente significativos para cada parámetr.o 

morfogenético evaluado, mediante análisis multiples de separaci6n-

de medias como las pruebas de Tukey y Duncan, al nivel de 

confianza de 5X. 

A continuación se muestra para cada parámetro cuantificado y 

para cada uno de los barridos hormonales efectuados los 

resultados y discusión asi como una gráfica al pie de la cual se 

indica si el análisis de varianza de los datos originales 

necesitaron de una trnnaforruación logarítmica o de raiz cuadrada, 

así mismo se indica si existieron diferencias significativo.e 

debidas al tratamiento Y el nivel de confiunza en el cual 

ocurrieron ya aca en alguno de loe factores por separado (a.uxina 

6 citocinina) así cr:imo las interacciones de estas (auxina con 

cltocinina), tambil!:n se indica de acuerdo a las pruebas de Duncan 

y Tukey al nivel de confianza de 5.0 " cuales combinaciones 

fueron las mejores para inducir los efectos morfogl!:neticos 

deseados, utilizandose la siguiente notación: 
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Notación Nivel de confianza 
Probabilidad de F PIF) 

N.S. > 0.005 

( o. 005 

( o. 001 ... < 0,0001 

X Nivel de Significancia 

>5X No Significativo. 

<5" Significativo. 

<lX Huy Significativo 

<O. lX Altamente Significativo 

Cuadro de decisión para los diferentes intervalos de probabilidad 
de F utilizadas para establecer lus diferentes niveles de 
siitnificancia. 

Combinación Parámetro Probabilidad de F y Grado Transformación 
Hormonal Evaluado, de Significancia. Empleada. 

1 Cal lo AJA, o. 000 ... 
AIA/BA Peso BA. o. 000 ... Lognritmica. 

Sf'COo Interacción o .000 

Callo'" ANA. o.ooo ... 
ANA/BA Peso BA. o.ooo ... Ningunn. 

Seco. lnte rae e ión o. 000 

3 Callo ANA o. 000 
ANA/K Peso K o. 002 Ninguna, 

Seco. Interacción o .005 

Callo AIA o.ooo 
AIA/K Peso K o. 000 Logarítmica. 

Seco. lnteracción o .002 

Callo AIA o .ooo ... 
AIA/BA Peso BA o. 000 ... Logar i tmicn. 

Fresco. Interacción o. 000 ... 
6 Callo ANA o. 000 

ANA/BA Pesa BA o .ooo ... Raíz Cuadrada 
Fresco. Interacción o.ooo ... 
Callo ANA o. 000 ... 

ANA/K Peso K o. 000 ... Ninguna . 
Free e o Interacción o. 000 ... 
Callo AIA o. 000 ... 

AIA/K Peso K o. 000 ... Logarítmica, 
Fresco Interacción o.ooo ... 

Tnbla NQ 6 Resumen de valores de la Probabilidad de F y su grado de 
significnncia para ende. uno de los parámetros evaluados en loe 16 
barridos hormonales realizados, 
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Tabla N2 6 1 Cont.inuaci6n). 

Combinación Parámetro Probabilidad de F Y Grado Transformación 
Hormonal Evaluado. de Signi f icanc ia. Empleado., 

9 Número 
AIA/BA de 

Brotes, 

10 Nt1mero 
ANA/DA de 

Brotes. 

11 Ntimero 
ANA/K de 

Drotes. 

12 Número 
AlA/K de 

Brotes. 

13 Número 
Al A/DA de 

Ra ices, 

1·1 Número 
ANA/BA de 

Raíces. 

15 Número 
ANA/K de 

Ra ices. 

16 Número 
AIA/K de 

Ro.ices, 

AIA. O. 038 
BA. O, 000 
Interacción 0.009 

ANA. O, 000 
DA. 0,000 
Interacción O, 000 

ANA 0.000 
K O, 000 
Intero.cción. O, 000 

AIA 0.000 
K O. 988 
Interacción. 0.000 

AIA 0, 117 
BA 0.005 
Interacción O. 049 

ANA 0,000 
BA O, 000 
Interacción. O. 021 

ANA 0,000 
K 0.490 
Interacción. Q,000 

AIA 0.012 
K O. 002 
Interacción. O. 211 

N.S. 
*** Raiz cuadrada 
N .s. ... ... . .. 
... 

Logarítmica. 

Ro. í z Cuadrada 

N.S. Raíz Cuadrada . .. 
N.S. 

Raíz Cuadrada 
N.S. ... 
••* Nlngunn. 
N.S. ... 
*** Logarítmica. . .. 
N.S. 

Raíz Cuadrada 
N.S. 

Tabla N2 Resumen de valores de la Probabilidad de F y su grado de 
eigni ficancia para cada uno de los parámetros evaluados en los 16 
barridos hormonales real izados. 

80 



6. O RESULTADOS Y DISCUSION. 

Callo Peao Seco. 

En la gráfica N2 se puede apreciar en loa cuatro barridos 

hormonales efectuados la callogéneeie evaluada en peso seco 

(gramos), Asi como también muestra claramente que son laa auxinas 

los reguladores del crecimiento que determinan principalmente el 

efecto callogenético y que de estos es el ácido naf'talenacético 

(ANA) la auxina más callogénica 1 

callogénico de la auxina ácido indolacético {_AIA)"~;:.{·. 
•• < - . . 

De manera general es posible mencionar :que: lo_s_ -ti:atamientoa 

en los cuales se \>btuvo formación ai(in.Lti~:at.:i.'va--d·~-- cállo · fueron 

principalmente aquellos 

Citocinina era de 10.0 para 

incrementar el peso seco resultó aer.'1.0 (µH] de algunas de las 

fitohormonas gráfica 2 ) o bien que las dosis 10,0 y 1.0 [pH] 

de loa reguladoree de crecimiento utilizados produjera en los 

tratamientos efectos callogenéticos estadísticamente iguales 

entre sí (gráficas 2,3, y 4), 

En la gráfica 6 se muestra en un histograma de frecuencia la 

ocurrencia del callo (") en los diferentes tratamientos de las dos 

auxinas utilizadas y resulta notable el hecho de que el 69X del 

cal lo evaluado en peso seco se presente en los tratamientos con 

ANA, mientras que solo el 31X del callo presenta en loe 

tratamientos con AIA. 

El efecto de las auxinae AIA/ANA en la callogénesis (peso 

seco) resultó altamente significativo (•**) en los cuatro 

barridos hormonales con una probabilidad de F P(F)=0.000 
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(gráficas 2,3,4, ·y·5), PO:r otro lado, entre las dos citocininas 

empleadas existiero·n. diferencias notables en su efecto 

callogenético ya que el callo generado por los tratamientos donde 

se utilizó· la citocinina BA es el 57X del callo y la cinetina IKI 

el 43X ·del' to.t&1-·d~-Í c~llo (Peso Seco, gráfica 7), Es aignif icati vo 

el hecho de que la auxina ANA (Gráfica NQ 6) y la citocinina BA 

1 Oráfica '. NR 7} 1 consideradas ambas como las hormonas más 

~~~log6nic~B c.uand~ se utilizaron eimultaneamente produjeron la 

combinación hormonal mas callogénica de todas {Gráfica NQ3) 1 y 

por el ·contrario, las hormonas menos callogtfoica AIA 1 K (Gráficas 

6 - y 7 )-- al·· ser emple11das en combinación generaron el barrido 

hormonal m~ilos callogénico de todos los evaluados (Gráfica 5 ) , 

El efcCto callogénico de las citocininns resultó flltamente 

significati_vo (•••J a un nivel de confianza de menos de O.l " 

P(F}=0.000 (gráficas 2 1 3 y 5 ) excepto en la combinación hormonal 

ANA/K donde el efecto de la cinetina resultó significativo (*) con 

una P(Fl=0.002 (gráfica 41, Es importante mencionar que 

presentaron dos casos manifiestos de efer.:to sinergístico notable 

entre auxina y citocinina en la callog6neais (peso seco) (gráfica 

!O.O [µH) AIA y !.O )µH) BA 1 y !O.O [µH) ANA y 10.0 [µH] K 

(Gráfica N!27) mientras qÜe en loe demó.s casos aunque las 

interacciónes fueron significativas no hubo efecto sinergístico en 

la callog6nesis ( peeo seco). 

El efecto de la interacción Auxina/Citocinina resultó altamente 

eigni f icativo { •••) PI F) =O, 000 en las combinaciones hormonnles 

AIA/BA y ANA/DA gráficas 2 y ) 1 mientras que las 

combinaciones BA/K y AIA/K las di ferenciae reeul ta ron 

significativas ( *) con P( F}=0.005 y P( F )=O, 002 respectivamente. 
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CALID P~O SEaJ (GRl\el ,__ _________ ,¡¡ 

________ __,. ,¡ 

---=::----+ ,85 

Gráfica NQ l. Callo peso seco (gr.) (AlA,ANA/BA,K) 
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CALW PfSO SEOO (Gill~l 

Gráfica NQ 2. Cnllo Peso SP.co !gr. l {AIA/BA) 
Tipo de Trnnsformnc1ón Empleada: Lago.rítmica. 
Efecto de la Auxinn(AIAJ: Altamente Significativa(***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F 1-= 0.000 
Efecto de ln CitocininulBA): 1\ltamcnte Si~nificntiva (***) 
Ni vcl de Confianza 1 Probo.b il idad de F l = O, 000 
Efecto de la Interncc ión: 
Auxina {AIAl/CitocininaCDA): 1\llamente Sis;nificativa (***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F J= 0.000 
i) Prueba de Tukey al l'fivcl de Confianza de 5.0 % 
Mejor Tratamiento Pnr1i la Auxinn (AIA): 10.0 (µH] 
Mejor Tratamiento Para la Citocinina DA 1.0 Y 10.0 [µM] 
ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 % 
Pruebas de Homogene.idnU de Varianzas (ATA Vs. Callo Peso Seco.} 
Prueba de Cocht"ans, Vnr i anza Htiximn/Sumn de Vnr i anzas=O, 396 
Relaci6n Varianza Máxima / Varianza Mínima= 3.868 
Hejor trntnmiento Para de Auxina AJA 10.0 [¡1H). 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (BA Vs. Callo Peso Seco) 
Prueba de Cochrnns. Varianza Háxima/Suma de Varianzae=0.404 
Relación Varianza Hó.xima / Varian2a Hínima::S, 503 
Hejor tratamiento de Citocinina BA 1.0 f11H]. 
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CALUl P!'SO SECO (GiJl!m) 

Gráficn NQ J. Callo Pl!BO Sf'CO. ( ANA/UA l 
Tipo de Transformación Empleada: Nin'(una. 

.85 

Efecto de la Auxina \ANA): Altnmente Significativa(***) 
Nivel de Co.1finnzn ( Probabilidad de F )= 0.000 
Efecto de la Citocininn IHAI Altamente signtficntivn (***l 
Nivel de Confianza 1 Probabilidad de F }= 0.000 
Efecto de la lnteruc:c.1.ón: 
Auxina (ANA)/Citocininn(BA): Altamente significativa (***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0,000 
i) Prueba de Tukcy al Nh·el de Confianza de 5.0" 
Mejor Tratamiento Pnrn la Auxina ANA 1.0 y 10,0 [1-1M] 
Mejor Trato.miento Pnrn la Citocinina BA 1.0 y 10.0 [11HJ 
ii) Prueba de Uuncnn al Nivel de confianza de 5.0 " 
Pruebas de Homogeneidad de Var innzus (ANA vs. Cal lo Peso Seco) 
Prueba de Cochrans. Varianza Máximo/Suma de Vnrianzns= 0.486 
Relación Varianza Hó.ximn / Vnrinnzn Hinima= J.609 
Mejor tratamiento Para de Auxina ANA 10,0 {µH]. 
Pruebas de llomogcne id ad de Vor lanzas ( BA Vs. Callo Peso Seco) 
Pruebo de Cochrnns. Varianza Máxima/Suma de Vnrianzns= 0,314 
Relación Varianza Máxima / Varianza Mínima= J.202 
Mejor tratamiento de Citocinina BA 1,0 y 10,0 (µH) 
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CAWI PESO SEOO. (Gl'Jl~J 

Gráfica NQ •1. Callo Pe9o Seco. !ANA/ KI 
Tipo de Transformación Empleada: Ninguna. 
Efecto de la Auxinn t ANA) Alt.amente Significativa ( ***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000 
Efecto de la CitocininR IK. J Significativo l*) 
Nivel de Confian:rn { Probabilidad de l' l= 0.002 
Efecto de ln Interacción: 
Auxinu (ANA)/Citocinina{K.) Significativo{*) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= Q.005 
i) Prueba de Tukcy al Nivel de Conf innza de 5. O " 
Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA: 10.0 lµm} 
Mejor Tratamiento Para la Citocinina K.: 10, O [ µH l 
ii) Prueba de Duncnn al Nivel de confianza de 5.0 X 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas lANA Vs, Callo Peso Seco) 
Prueb1.1. de Cochrans, Var i nnza Háx imn/Suma de Var lanzas::: O, 370 
Re lución Vurinnzn Máxima. / Vnrianza Mínima:: 4 .154 
Mejor tratu.miento Para de Auxina ANA 10, O l µM 1, 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas {K, Vs. Callo Peso Seco), 
Prueba de Cochrans, Varianza Máxima/Suma de Varianzas::: O, 303 
Relación Varianza Máxima / Varianza Hinimn= 1. 495 
Mejor tratamiento de Citocinina K. 1.0 y 10,0 {µHl. 
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CM.Ul PESO SlOJ, (GiAfml 

Grá.fica NQ 5. Callo Peso Seco. (AlA/K) 
Tipo de Transformación Empleada: Logarit.micn 
Efecto de la Auxina (AlA): Altamente Significo.tiva. (***) 
Nivel de Confianza l ProbaLilidad de F )= 0.000 
Efecto de la Citocinina tY.. 1 Altamente Significativa.l***l 
Nivel de Confianza 1 Probabilidad de F l= 0.000 
Efecto de la lnlcracción: 
Auxinu. lAIA)/Citocininn(K) Significativo.. t•l 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= o.002 
i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0" 
Mejor Trata.miento Para la Auxinn AIA 10.0 [µH}, 
Mejor Tratamiento Pnra. lfi, Citocinina K 10.0 l11H}. 
ii) Prueba de Duncan nl Nivel de confianza de 5.0" 
Pruebas de Homcgcncidad de Varianzas tAlA Vs. Callo Peso Seco), 
Prueba de Cochrnns. Varianza Háxima/Suma de Varinnzns= O, 365 
Relación Varianza Háxima / Varianza. Híniroa= 2.260 
Mejor tratamiento Para de Auxina: AIA 10.0 (µH). 
Pruebas de Homosencidad de Varianzas ( K Vs. Callo Peso Seco ) 
Prueba de Cochrans. Varianza Máxima/Suma de Variam~as= O, 329 
Relación Varianza Máxima / Varianza Mínima= 1,929 
Mejor tratamiento de Citocinina K 10.0 [µM). 
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IJEC!O CALimIOJ M !Al AUXI!tll m:so mm 

8.1 1.8 18.8 8.8 8.1 1.8 18.8 
A.LA. !UX!llll IuMJ U!, 

Gráfica NQ 6. Efecto culloQ'énico de las Auxinns !AIA/ANA) 
(Cnllo Peso Seco.) 

AUXI!IA. X. PARClAL l pH] ,_ DE CALLO POR 
DE CALLO. TllATAH!ENTO. 

o.o 4 • 
0.1 6 • AIA. 31 " !.O 4 • 
10. o 1 7 • 

o.o 9 " 
0.1 10 " 

ANA, 69 " 
l. o 20 " 

10.0 30 " 
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m:cro CALl.OCllll'llOJ DE !.IS Cl!OC!Hll'1S fl'SO Sra! 

1111! nr caun. 

B.! 8.1 u 18.8 8.8 8.1 1.8 18.! 
B.A. CllOC1Hll'1S l~l K. 

Gráfica NQ 7. Efecto Callogénico de las Citoc1ninas (BA./K,) 
(Callo Peso Seco. 1 

CITOCININA. % PARCIAL 1 µHJ X DE CALLO POR 
DE CALLO. TRATAMIENTO. 

o. o 6 " 
0.1 9 " BA. 57 " 
l. o 23 " 

10. o 19 " 

o .o 8 " 
0.1 5 " K. 43 " 
1.0 11" 

!O.O 19 " 
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Callo Peso Freaco. 

La Gráfica número 8 muestra de manera general la callogimesis 

evaluada en peso fresco en los cuatro barridos hormonales 

realizados, en la cual se puede apreciar que en loe tratamientos 

en los que ocurre la mayor formación significativa de callo son 

siempre aquellos en loe que se utilizó la dosis más alta (10.0 

lJJH] de las auxinae AIA 1 ANA y las citocininas BA 1 K. Esta 

Gráfica muestra el notable efecto callogénico de la aux.ina ANA ya 

que en sus diferentes tratamientos ocurre el mayor porcentaje de 

callo ( 71X), mientras que el efecto callosénico de la auxina- AIA 

en notablemente inferior. 

La auxina con mejor efecto callogénico fue ANA. Pues la 

frecuencia de callo 1 Peso Fresco} generado en los tratamientos 

con ANA significativamente mayor l 71 " ) (Gráfica 13) 1 en 

cambio, la auxin.o. AIA fue la hormona con un menor efecto 

callogenético pues todos sus tratamientos solamente se 

presentó el 29 X del callo evaluado en peso fresco {Gráfica 13), 

En todas las combinaciones hormonales en las que se 

utilizaron las auxinas AIA y ANA. el mejor tratamiento 

callogenético observado de acuerdo a las pruebas de Duncan y 

Tukcy al nivel de 5 X fue 10.0 lJ1H] ( Gráficas 9 1 10,11 y 12 }, 

De todas lo.e citocininas empleadas la más callogénica (peso 

fresco} fué BA, ya que generó el 63 X de callo, mientras que en 

los tratnmientos con K solamente occurr16 el 37 " del total del 

callo evaluado en peso fresco ( Gráfica 14). 

La prueba de Duncan para la citocinina BA. Indica que el· 

mejor tratamiento. fue 10,0 (pH] para la combinación AIA/BA 
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(Gráfica 9) Mientras que para la combinación ANA/DA los 

tratamientos más callogénicos fueron 1.0 y 10.0 (µH) sin 

diferencias significativas entre ellas (Gráfica 10). La prueba de 

Tukey para la misma hormona muestra como el mejor tratamiento 

la concentrnci6n 10,0 {µH.) en la combinación AIA/BA (Gráfica 9), 

Mientras que para la combinación horrnonal ANA/BA las 

concentraciones O. 1, 1, O 10.0 lµH] sin diferencias 

significativas entre ellas produjeron el mismo efecto 

callogénico (Gráfica 10). 

Los tratamientos óptimos para la· callogénesia (peso fresco) 

promovidos por la citO~i;;ina--K-, reSult-aron ser 1.0 y 10.0 lµH] 

' según la prueba de tukey y ·10.0· [µHJ según Duncan po.ra la 

combinación ANA/K (GráfiCa 11). Para· la combinación AIA/K el 

tratamiento más callogcnético fue 10.0 lidi] de acuerdo a las 

pruebas de Duncan y de Tukey (Gráfica 12 1. 

La interacción auxlna/citocinina en la callogénesis (peso 

fresco) tuvo un efecto sinerg1etico notable, pues, en tres de las 

cuatro combinaciones hormonales los mejores tratamientos de cada 

barrido hormonal reault.aron ser aquellas en loa cuales ee utiliz6 

una auxina en combinación con una citocinina (Gráficas 9,10 y 11) 

excepto la combinación hormonal AIA/K en la que la interacci6n 

resultó antagónica para la callogénesis (Gráfica 12). 

En los cuatro barridos hormonales realizados en loe que 

evalua la callogéncsis (peso fresco) se encontraron diferencias 

altamente significativas (***) PlF)= 0.000 para el efecto de las 

Auxinas AIA 1 ANA las Citocininas BA 1 K. Aei como todas las 

interacciones entre esto.e. !Gráficas 9,10,11 Y 12). 
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Gráfica NQ 8. Callo Peso fresco,(Grs.) (ANA 1 AIA/BA,K), 
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CALL-0 PESO rmco. (@llKJS) 

Gráfica NQ 9. Callo Peso Fresco. fAIA/BAJ. 
Tipo de Transformación Empleada : Logarítmica. 
Efecto de la Amona {AIAJ: Altamete significativa. 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000 (*** J 
Efecto de la Ci tocinina ( BA. J: A 1 tnmentc S igni C lcativo. ( ***) 
Nivel de Canfi.anza f Probabilidad de F l= 0.000 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (AIAJ/Citocinina tllAJ: Alto.mente significativo. (***) 
Nivel de Confianza 1 Probabilidad de F )= 0.000 
i) Prueba de Tukey nt Nivel de Confianza de 5,Q " 
Mejor Tratn.miento Para 111 Auxina AIA.: 10.0 fµHJ 
Mejor TrntamiJ?nto Para la Citoc1nina BA.: 10.0 (¡1H), 
iil Prueba de Duncnn al Nivel de confianza de 5,0" 
Pruebas de llomogeneidnd de Varian7.11s (AJA. Vs Callo Peso Fresco) 
Prueba de Cochrnns. Varianza Hlixima/Suma de Vat•ianzas:: 0.556 
Relación Varianza Háxima / Varianza Mínima~ 32.54 
Hejor tratamiento Para de Auxínn AIA.: 10.0 fµH) 
Pruebas de Homogentddnd de Varianzas (BA. Vs. Callo Peso Fresco) 
Prueba de Cochrans. Vnrianz11 HáximR./Sumn de Variunzas:: 0.479 
Relación Varianza Hñ:dma / Varianza Hínimn= 5.722 
HeJor tratamiento de Citocinina. BA,: 10.0 (~H). 
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Gráfica NQ 10. Callo Peso Fresco. {ANA/BA), 
Tipo de Transformación EmpleadA. : Raíz Cuadrada. 
Efecto de la Auxina (ANA): Altamente Significativa (***l 
Nivel de Confianza ( Probnbilidnd de F ):: 0.000 
Efecto de ln Citocinino (BA) : Altamente Significativo(***) 
Nivel de Confianza 1 Probabilidad de F I= 0.000 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (ANAJ/Citocinina(BAJ Altnmente Significativo(*'**) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000 
i) Prueba de Tukey ni Nivel de Confianza de 5.0 % 
Mejor Tratamiento Pnrn ln Auxinn ANA.: 10.0 [µH] 
Mejor Trutamiento Para la Citocininn BA. O.l,1.0 y 10.0 (µHl 
ii) Prueba de Duncan ul !H ve l de confianza de 5, O X 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (ANA Vs.Callo Peso Fresco) 
Prueba de Cochrnns. Varianza Háxicn/Surna de Varianzas= 0,483 
Relación Varianza Máxima / Vnrinnzn Hinima= 5.146 
Mejor tratamiento Pnra de Auxina ANA. 10.U {11H]. 
Pruebas de Homogeneidad de! Varianzas (BA. Vs. Callo Peso Fresco.) 
Prueba de Cochrans. Vnri anza Hñx i mn/Suma de Vnr i anzas= O, 336 
Rulaci6n Varianza Máximo. / Varianza Mínima:: 4.197 
Mejor tratamiento de Citocinina BA. 10,0 [µM), 

94 



CALW P~O l'RISOJ. (GIJ1!ml 

Gráfica NQ 11. Callo Peso Fresco. {ANA./K,), 
Tipo de Transformación Empleada : Ninguna. 

.5 

Efecto de la AuxJnn (ANA): Altamente Significativa, (***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0,000 
Efecto de la Citocininn (K, J: Altamente Si'(nificattvn.(•••) 
Nivel rle Confianza { Probabilidad de F J= 0.000 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (ANA)/Citocinina(K): Altamente Significativa. (~** 1 
Nivel de Confinnza ( Probabilidad de F ):: 0.000 
i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5,0 % 
Mejor Tratamiento Para ln Auxina ANA: 10.0 {11M) 
Mejor Tratamiento Parn la CH.ocininn K.:1.0 y JO.O [t1MJ 
ii) Prueba de Duncan al Nivel dt> confianza de 5.0 % 
Pruebas de Homogeneidad de Vnrian?.as l AN,\ Vs .Cal lo Peso Seco). 
Prueba de Cochrans. Varinnza !1áximn/Suma de Varianzas= 0.386 
Relación Varianza Háx1mn / Varianza. Mínima= 4 ,467 
Mejor tratamiento Para ln Aux.inn: ANA 10.0 l11HJ 
Pruebas de llomo~eneidnd de Varianzas (1\ Vs. Callo Peso Fresco), 
Prueha de Cochr~ns. Varianza Máxima/Suma de Vnrianzns= O. 280 
Relación Varianza Máxima / Varianza Mínima= 1,500 
Mejor tratamiento de Citocininn K.10,0 l11H] 

95 



Gráfica NQ 12. Callo Peso Fresco. (AIA./K.1. 
Tipo de Transformación Emp1 ef\dn : Logarítmica. 
Efecto de la Auxina IAIA. ): Altamente Significativa. (***I 
Nivel de Confianzn ( Probabilidad de F J= 0.000 
Efecto de la Citocinina (K.) : Altamente Si¡¡nificativa, l***J 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F l= 0.000 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (AIAJ/Citocinina(KJ: Altamente Significativa.:(***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F I= 0,000 
i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 X 
Mejor Tratamiento Para la Auxina AIA:l0,0 fµH) 
Hejor Tratamiento Para la Citocinina K 10.0 {µM} 
ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 " 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AJA Ya.Callo Peso Seco.) 
Prueba de Cochrans. Varianza Máxima/Suma de Varianzas= O. 573 
Relación Varianza Máx lma / Varianza Mínima::: 6. 339 
Hejor tratamiento Para de Auxina AIA:I0,0 [µHl 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas ( K. Vs. Callo Peso Seco. J 
Prueba de Cochrans. Varianza Máxima/Suma de Varianzas= 0.489 
Relación Varianza Máxima / Varianza Mínima= 3. 795 
Mejor tratamiento de Citocinina K 10,0 {µMI 
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mero CALl.OOlll.'TIOJ 11 LAS AUXJ!íls mso msroi 

IOEOOJD. 

J.8 18.8 8.8 8.1 
A.LA. AUX!ll!S luKJ A.U. 

1.8 18.8 

Gráfica N2 13. Efecto Callogénico de les Auxinae lAIA,ANA) 
!Callo Peso Fresco.) 

AUXINA " PARCIAL [~H) " DE CALLOGENESIS 
DE CALLO, POR TRATAMIENTO. 

o.o J " 
0.1 7 " AIA. 29 " 
1.0 7 " 
10 .o l2 " 

o.o 8 " 
0.1 8 " ANA. 71 " 
1.0 10 " 

10.0 37 " 
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IliC!O CAL!m!CO II !AS Cl!OCIHUIS (p,f,l 

mmrnwi 

8, 1 1.8 18.8 8.8 8.1 
U. CllOCIKllt\S !uKl K, 

1.8 18.8 

Gráfica NQ 14. Efecto Callogénico de las Citocininas (BA,K) 
Callo Peso Fresco. 

CITOCININA " PARCIAL ( µM] " DE CALLOGENESIS 
DE CALLO, POR TRATAMIENTO. 

o.o 8 " 
0.1 9 " BA. 63 " 
1.0 18 " 

10.0 28 " 

o. o 6 " 
0.1 7 " K. 37 " 
1. o 8 " 
10 .o 16 " 
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Caulogénesia. 

La- gráfica nümero 15 muestra la caulogénesia observada en los 

,cuatro b-airidos hormonales realizados. Resulta significativo el 

hecho de qUe en todas las combinaciones auxina/citocinina los 

-~E!JÓ~ee -.-trat8mientos con mayor número de brotes adventicios por 

__ ·,ce~xp_lante·.~· fueron aquellos en los que la dosis de citocininas (BA, 

K) fue de 10.0 (µM}. Se presentaron dos casoe manifiestos de 

inhibición debido a la interacción uuxine/ci tocininn en los que 

'et ·mejor trate¡'lliento de ese barrido hormonal se presentó en la 

dosis más -.alta· de las citocininas K1 BA 10.0 lµH} siempre en 

ausencia de la~ auxinas AIA, ANA O. O l µM). 

,En . la gráfica 20 se puede ver que para las concentraciones 

crecientes de las auxinas existe la tendencia inhibir la 

caulogéiiesis, Para cada auxina empleada, los tratamientos que 

pel-mitieron un pOrcentaje mayor de brotación multiple fueron 

aquellos en los ·que no se utilizó auxina alguna. 

El efecto caulogenético de las auxinas produjo diferencias 

altamente significativas l***l P(F)= 0.000 en tres de los cuatro 

- barridos hormonales efectuados (Gráficu.s 17, tB 19), En la 

combinación AIA/BA el efecto de la auxinn AlA resultó no 

significativo (N.S.) con una P(F) = 0.038 lGráfica 16) 

El efecto de las citocininas en la generación de brotaciones 

múltiples fue altamente significntivo l***}, P\Fl=0.000 en tres 

de las cuatro combinaciones, En el barrido hormonal AIA/K no se 

presentaron diferencias significativas debidas al tratamiento 

PlFI= 0.988. El tratamiento para ambas citocininas con mayor 

efecto caulogenético resultó ser 10.0 [µK} de acuerdo a las 
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pruebas de- Duncan y Tukey. (Gráficas 16,17,18 y 19). La 

citocinina que se caracterizó por su mejor efecto morfogenético 

fue BA 1 pues gener6 el 62 X del total de los brotes cuantificados 

(Gráfica 21 J, mientras que solamente el 38 X de la caulogénesis 

se t'orm6 bajo los efectos de la cinetina K (Gráfica 21 }. 

La interacción Auxina/Citocinina resultó sin diferencias 

significativas (N.S.) para la Auxina AJA en combinación con-_c-·1a 

citocinina BA P(FJ= 0.009 y altamente significativa(***) para 

las otras tres combinaciones restantes (Gráficas 17,t'e Y 19)_~ 

cuando ocurrió interacción Auxina/Ci tocinina esta tuvo -un ·er,ec~O 

negativo ya que de manera general resultó inhi.bitorio de la 

Caulogénesis, 
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Gráfica NQ 15. Numero de Brotes AIA,ANA/BA,K, 
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11Jm1l M !ROTES. 

Gráficu NQ 16. ,'\t1mero de Brotes. IAlA/DAl. 
Tipo de Transformación Emplcadn : Ra.iz Cuadrada. 
Efecto de la Auxina !AJA); No Significativo. (N,S,} 
NiV~l de Confianza t ProbabiUdad de F )::. 0.038 
Efecto de lo. Citocrnina tDA): Altamente Sütnifícativo. (***> 
Nivel de Confianza 1 Probabilid11<i de F I= 0,000 
Efecto de ll1 lnterncciOn: 
Au1:lnn IAlA)/CitociniunlBA): No Significativo (N'.S.) 
Nivel de Confianza t Prabnhi l idad de F 1= Q,009 
il Prueba de Tukey nl Nh·cl de Confio.nza de 5.0 % 
HeJor Tro.Lnmiento Pnra la Auxina: AIA Sin diferencias al 5" 
Mejor Tratamiento f!A.ra ln Cilocininn : BA 10.0 [l-!H) 
ii J Prueba de Ounc:nn al Nivel de confianza de 5.0 " 
PruebA.s de Homogeneidad de Varianzas !AL\ Vs.NUmcro de Brotes 1 
Prueba de Cochrnni:1. \'a.rianza Má.xirun/Sumn de Varianzn.s= 0.·145 
nelaci6n Varianza. Hú;dmn / Ve.rinnza Mínima= 9.626 
HeJor tratttmiento Pnra de Auxinn AlA Sin diferencias al 5 " 
Pruebas de Homogeneidad de Vnrinnzna IBA Vs. Numoro de Brotes) 
Prueba de Cochrans. Vnrianza Hlix1mn/Suma de Varianzas= 0.450 
Relación Varianza Máximo / Vuria.nza. Hínima= 3.2.83 
Mejor tratamiento de Citocinina: BA 10.0 [µH] 
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llml H BROTES, 

Gráfica NQ 17. Número de Brotes. 1 ANA/BA). 
Tipo de Transformación Empleada : Logarítmica 
Efecto de la Auxina {ANA): Altamente Significativo(***) 
Nivel de Confianzn ( Probabilidad de F J= 0.000 
Efecto de la Cl tocinina (DA J: Al te.mente Significativo ( ***) 
Nivel de Confianza { Probabilidad de F >= Q,QQO 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (ANAl/CitocininalBA): Altnn1ente Sii;{nificativo (**•) 
Nivel de Confianza ( Probabilida.d de F l= Q,QQO 
i) Prueba de Tukey al Ni'w'el de Confiun~~o. de 5.0 X 
Mejor Tratamiento Pnra ln Auxina: ANA O.O, 1.0 y 10.0 [µH] 
HeJor Tratamiento Parn ln Citocininn: DA Sin diferencias al 5X, 
ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de !.i.O X 
Pruebas de Homogeneidad dt- Varianza.E> (ANA Va.Número de Drote1:1} 
Prueba de Cochrans, Varianza Háxi1nn/Surn11. de Varianzas= O, 427 
Relación Varianza Háxima / Varianza Hínima= 4.808 
Hcjor tratamiento Para de Auxinn ANA : O.O y 10.0 [11HJ 
Pruebas de Homogeneidad de Varinnzns (DA Vs. Número de Brotes) 
Prueba de Cochrnns. Varianza Máxima/Suma de Varianzas= O, 384 
Relnci6n Varianza Máxima/ Varianza Mínima= 3.131 
Mejor tratamiento de Citocinina DA : 10,0 [l1H] 
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MIE BIOTIS, 
,¡-----.,;.....:.;.---....... í.í 

Gráfica NQ 18, Número de Brotes, { ANA/K}, 
Tipo do Transformación Emplenda : Rniz Cuadrada. 
Efecto de la Auxina (ANA) 1\ltnmente Significntivo(***) 
tH?el de Confianza ( Probabilidad de F ): 0.000 
Efecto de la Citoc:ininn (K.) Altamente Significativo l***l 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F l= Q,QOO 
Efecto de la Interacción: 
Auxina lANA)/Citocininu(K.1 Altamente Si!)nificativo I***) 
Nivel de Confianza. ( Probabilidad de F )= o.000 
i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 % 
Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA: O.O, 0.1 y 1.0 (µHl 
Mejor Tratamiento Para la Citocinina K.: 10.0 l11H} 
i 1) Prueba de Duncnn nl Nivel de conf lanza de 5. O " 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (ANA Ve.Número de Brotes) 
Prueba de Cochrans. Varianza Máxima/Suma de Varianzas= 0.645 
Relación Varianza Máxima /Varianza Mínima= 11.27 
Hejor tratamiento PBra de Auxina ANA o.o, 0.1 y 1.0 [µH} 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas ( K. Vs. Número de Brotes) 
Prueba de Cochro.na. Varianza H&xima/Suma de Varianzas= 0.424 
Relación Varianza Hdxima /Varianza Hinima= 2.469 
Hejor trato.miento de Citocinina K. 10.0 lµH} 

104 



Gr6.tica N2 19. Número de Brotes. IAIA/KI 
Tipo de Tronsformaci6n Empleada : Rrd:z Cuadrada. 
Efecto de ln Auxina (AIA): Altamente Significativo (***} 
Nivel de Confinnza 1 Probabilidad de F )= 0.000 
Efecto de la Citocininf\ {K, ): No Significativo (N.S. I 
Nivel de Confinnza 1 Probabilidad de F I= 0.988 
Efecto de la lnterncci6n: 
Auxina (AIA~/Citocinina(K, ): Altamente Significativo. 
Nivel de Canfianzn 1 PrfJbabilidad de F )::. 0.000 
i) Prueba de Tukcy a.l thvel de Con!'ia.nza de 5.0 ~ 
Hejor Tratamiento Para la Auxina AIA: O.O {µH] 
Mejor Trtttam.lento P.1rn la C1t.ocinina K. Sin Diferencias al 5" 
U 1 Prueba de Duncan al Nivel de confio.n2.a de 5.0 ~ 
Pruehl\!1 de Homogeneidad de Varianzas {A!A Va. Número de Brotes~ 
Prueba de Cochrans. Vnrianza Háxime/Sumn de Varianzas= 0,299 
Relaci6n Va.rinnza H.á.xima I Varianza Mínima= l .99 
Mejor tratamiento Paro. de Au:xino. AIA ! O.O lµHl 
Pruebt\!l de Homogeneidad de Varlanzne ( K, Va, Número de brotes) 
Prueba de Cochrnna. Var lo.ni.o. Háxima/Suma de Ve.rianzas= O. 648 
Rela.ción Varianza Máxima / Varianza. Hinimn= 4 .113 
Hejor trate.miento de Citocinino. K. : Si.n Diferencias a.l 6%. 
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Gráfica N2 20. Efecto caulogenético de las Auxinns AIA,ANA. 
Número de brotes 

AUXINAS X PARCIAL DE l 11H] X DE DROTEfi POR 
CAULOGENESIS TRAT/,HlrNTO 

o. o 15 X 

o. 1 14 X 
AIA 48 X 

l. o 12 X 

·-!O.O 7 X 

o. o 18 X 

0.1 13 X 
ANA 52 X 

!.O 12 X 

10. o 9 X 
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Gráfica 21. Efecto Caulogenético de las Citocininas BA,K. 
Número de Brotes. 

CITOCININA X PARCIAL DE (µH] X DE BROTES POR 
CAULOOENESI S TRATAHIENTO. 

o. o 13 " 

o. l 
11 " BA 62 " 

1.0 11 " 

10. o 27 " 

o .o 7 >: 

o,¡ B " K, JB " 
l. o 7 " 
10. o 16 " 
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Rizoafne•ia, 

La rizogénesie in tlt..r..2. de Il· stramonium observada en los 

cuatro barridos hormonales real i zadoe fué determinada 

principalmente por el efecto de la auxina ANA, la cual mostró un 

potencial rizogénico más al to 1 particularmente en su 

concentración 1.0 [µH] donde se presentó el 20 X del total de la 

rizogéneais cuantificada, mientras que el ácido indolacético no 

produjo diferencias significativas debido.e al tratamiento. 

Ea significativo el hecho de que los mejores tratamientos 

obaorvadoe se presentaron en la concentración t .O (µH] de ambas 

auxinae {Gráficas 23 y 24 esta semejanza en el efecto 

rizogénico de ambas hormonas podría llevarnos a pensar que la 

capar.itlad rizogenética de ambas nuxinaa es igual sin embargo en 

el caso del ácido indolacético las diferencias no resultaron 

significativas (GrAfica 23} mientras que el caso del ácido 

Nafta! enacéti ce las diferencias si fueron alto.mente 

significativas por lo que podemos concluir categóricamente que 

para Il• etramoniym la mejor auxina para inducir la rizogónesis es 

ANA, la concentración 1,0 (µH} en ausencia de cualquier 

citocininn ya que el mejor porcentaje de ocurrencia de 

rizogénesis ( 20 X) se presentó en esta au:dna y la 

concentración antes citada {Gráfica 27), 

El efecto de la auxina ANA en la rizogénesis pt"odujo 

diferencias altamente significativas debidas al tratamiento (***l 

P(F)= 0,000 en los dos barridos hormonales en los que ae utilizó 

ANA. La prueba de separación de medias de Duncan muestra que los 

mejores tratamientos fueron 1. O [ µH] para la combinación hormonal 
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ANA/BA (Gráfica 24) y para la combinación ANA/K los mejorl!B 

tratamientos de acuerdo a la prueba de Duncan reaul taron ser 1. O 

Y 10.Q {µH] las cuales oon estadiaticaz:iente iguales entre si al 

nivel de 5 X {Gráfica 25). De la mioma manera la prueba de Tukey 

mostró que los mejores tratamientos de ANA son loe miemos que 

indicó la prueba de Duncan. {Gráficas 24 y 25), El efecto 

auxinico del ácido indolacético (AJA} en las dos combino.clones 

realizadas resultó sin direrencias significativas con PtF)= 0.117 

para la combinación horruonal AIA/K (Gráfica 23) y una P(F): 0.012 

para la combinación AIA/K (Gráfica 25). 

En la Gráfic,o. 27 se puede notar el significativo efecto 

rizogénico de la auxina ANA en su conccntaci6n 1.0 [µHl en la que 

ocurrio el 20'X del total de la rizogénesis observada. 

De manera general el efecto de las citocininas empleadan 

(BA 1 K) tuvieron un efecto inhibitorio de la rizogéncsie, sin 

embargo el único tratamiento significativamente inhibitorio de ln 

rizogéneais fue le. citocinine. DA en su tata.miento 10.0 [µMI el 

cual solo permitio el 5 X de la rizogéneeis total (Gráfica 28), 

El efecto en la rizogénesie de las citocininae DA 1 K fue mur 

diverso: En lo. combinación AlA/DA renult6 acle.mente significativo 

(•)con una P{F)= 0.005, F.n la combinación ANA/BA las diferenclne 

entre loa tratamientos fueron significativos (N.S) con P(Fl= 

0.021 (Gráfica 24 ), En la combinación hormonal ANA/K la cinetina 

produjo diferencio.a entre los tt·ntnmientos al tnmcnte 

significativos 1***) 1 P(F): 0.000 {Gráfico. 25), En la combinación 

hormonal AIA/K la rizogénesis mostró diferencias 

significativas (N.S.) debidas al tratamiento con cinetina con una 

P(F)= 0.211 (Gráfica 26), 
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La interacci6n Auxina/Ci tocinina no mostró efectos 

eetad!aticamente diferentes en tres de loe cuatro barridos 

hormonales realizados: (Gráficas 23124,26} y altamente 

aisnificativoa (***) en la combinación ANA/K con una P(F) = 0.000 

que fuo el único caao de rizogéneeia en la que hubo efecto 

ainerg:íetico debido a la interacción ANA/K y el mejor tratamiento 

obtenido en este barrido hormonal resultó el tratamiento 1.0 [µH] 

de ANA con 0,1 [µHJ de K. (Gráfica 25), 

En términoo generalee la interación Auxina /Citocinina no 

produjo un efecto sinergisttco de la rizogénosle tres de loe 

cuatro barridos hormonales en los que se evaluó la rizogéncsis, 

(AIA/BA 1 AN'A/BA, AIA/K) de estos loe mejores tratamientos 

presentaron cuando lo auxina pudo actuar un ausencia de cuaquier 

citocinina, (Gráficos 23, 24 y 26), excepto en la combinación 

hormonal ANA/K en la que ee presentó efecto eincrg1stico al 

actuar en conjunto la auxina ANA en su concentración 1. O ( µH l con 

la citocinina K 0.1 {µM] (Gráfica 25 ) , 
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Gráfica N2 22 Efecto rizogcnetico de los hormonas AIA 1 ANA/BA,K. 
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Gráfica NQ 23. Rizogén.rnia. (AIA/BAI. 
Tipo de TrH.ngfo1·mo.ci6n Empleadn : Raíz cuadrado.. 
Efecto de la AuY.inn IAIA) : No significtit.ivo (N.S.) 
Nivel de Confianza l Probabilidad de F ):;: 0.117 
Efecto de la Citocinifll' (UA) : Sig;nifica.tivo (*') 
Nivel de Confianza l Probubil idnd de F ) :: O, 005 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (AIA)/CilocininnlfiA): No Significativo (N.S.) 
Nivel de Confie.nza ( Probnbilidad de F )= 0.049 
i} Pruebo. de Tukey 1\l Nivel de Confinnza de 5 .O % 

1.5 
1 
.5 
8 

Hejor Tratamiento Para la Auxina. AIA : sin diferencias al 5 ~ 
Hejor Tratamiento Para in. Cilocinina DA : 0.0 1 '),l,r 1.0 [11Hl 
1i) Pruebu de Duncnn al lHvel de confian:rn. de 5 .o 'X 
Pruebo.a de Homogeneidod de Varinnza.3 (Aux AIA Va, Rizogénceia) 
Pruebo de Cochra.ns. Vnrinnza H&xi~a/SuUla. de Varianzas= O. ~62 
Relación Varianza. Máxima / Vnrinnzn Hínima= 3. 96 
Mejor tratamiento Pnrn de Auxinn AlA : 3in diferencias al 5 X 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas ( BA Vs. Rizogéneeis.} 
Prur.ba de Cochrnns. Varianza Háxima/Sumn de Varianzas= 0.337 
Relación Varianza. Máxima / Varinnzn Mínima= 2. 908 
Mejor trat.aaiento de Citocinina BA : O.O, 0.1 y 10.0 lllHl 
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Gráfica NQ 24, Rizog~ncsis. (ANA/DA). 
Tipo de Trnnsformncii'.'n Empleada : Ninguna. 
Efecto de la Auxina {ArlA) : Altnmcnte Significativo. (***} 
Nivel de Confianza f Probnbi l idnd de F )= 0,000 
Efecto de la Citocininn (DA) : Alta.mente Significativo(***) 
Ni\.'el de Con.fianz& { Probubilidnd de F J= 0.000 
Efecto de la Interacción: 
Auxinn (ANA)/Ciloc.inina(RA): No significativo (N.S. J 
Nivel de Confianza ( Probnbilidnd ele F )= O.O~l 
l) Pruebo. de Tukey al Nivel de Confianza de 5,0 X 
Mejor Tratamiento Pnra la Auxina ANA: 1.0 [pHJ 
Mejor Tratamiento Para la Citocininn l!A : Sin Diferencias al 5 % 
li l Prur.ba de Duncan al Nivel de confianza de 5 .O X 
Pruebas de lfomogencidnd de Vnrinm:ns (ANA Vs.Rizogénesis} 
Pruebo de Cochrans. Varianza Htiximu/Sumn de Varianzas= 0.627 
Relación Varinnzn Háx ima / Vnrinnza Mínima= 7. 85 
Mejor tratamiento Paro. de Auxina ANA : LO [µH] 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (DA Vu. Rizogéneeis.] 
Prueba de Cochrans. Varianza Máxima/Suma de Varianzas= 0.481 
Relación Varianza Háximn / Varianza Mínima= 9.04 
Mejor tratamiento de Citocinina BA : O.Q,O.l y 1.0 [µH] 
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Oráfica NQ 25 ,Rizo!lénesis. IANA/K). 
Tipo ij{" Trnnaformnción Em~leudn : Logarítmica. 

.5 
8 

F:fecto de ln Auxinn (ANA) : Altl.lmente Significativa {***) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000 
Efecto de la Citocinina lK) : No Significo.tivo,(N,S.) 
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.490 
Efecto de la Interacción: 
Auxina (ANA)/CitocininalK): Altamente Significativo. {***) 
Nivel de Confianza ( Prvbnbilidnd de F )= 0.000 
i) PruC?bn de Tukey nl Nivel de Cunf!rrnzn de 5.0 X 
Mejor Tratamiento Puro la Auxinn ANA : 1.0 y 10.0 (µHJ 
Mejor Tratamiento Para la Citocinina K Sin Diferencias al 5 X 
ii) Prueba de Duncnn al Nivel de confinnzrt. de 5.0 X 
PruebaM de Homogeneidad de Varianzas (ANA Vs.Rizogénesis) 
Pruoba de Cochrane. Varinnza Háximn/Sumn de Vnrianz.as= 0,442 
Relación Varianza H.ix ima / Varianza Hínimn::. 5. 46 
Hojor tratamiento Para de Auxino ANA : 1.0 y 10.0 [µH) 
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (K Va. Rizogénesis) 
Pruebn de Cor.hrans. Var lanza Háxima/Suma de Varinnzas= O. 301 
Relación Varianza Máxima / Varianza Hínima= 2.214 
Hejol' tratamiento de Citocinina K : Sin Diferencias al 5 " 
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GrAficn MQ 26. Ri~ogénc-&.io (AIA/KI 
Tipo de Tra.nsformaci,Sri Emplendn : Raíz Cuadradn. 
Efecto de la Aux1na (AlAI : N1' 51$\nificativo !N.S.) 
NiYel de Confian:o:o ( Prob1tbilidad <le F )= 0.012 
I:fect.:i de la Cit.ocininn (f..) : Sicniticntivo (•} 
Nivel de Cnnfian2n ( Probn.bilidad de F )= 0.002 
Ef~cto d~ 1.P. lntera.cción: 
Auxina. {AJA)/Citocinina(K): No Sie:nificativo (N.S.) 
Nivel de Confinnzn ( Proba.bilidl\d de F )= 0.211 
i) Pruebn de Tukey al Nivel de ConfittnZn de 5,0 "1: 
Mejor Tratamiento Para ln Au>::inn. AIA : Sin Di fercncias nl fi X 
Hejur Tratamiento !J~rC\ ltt. Citocinin11. K: 0.0 1 0.J. 1.0 
i i) Prucbn de Ouncan nl Nivel rlc conf j Anzn de 5, O ),; 
Pru~bas de Ho~ogeneidnd de Vr~rianz.:iu (AIA Ve.Rizogéncuie) 
Pruebn de Cochrnns, Varinnzo Háxicia/Suma dfJ Varianzne= 0.302 
nelación Varianza H&.ximu I Vnriunza Mínima= 2. 299 
HtJor tratamiento Porn de Auxin11. AIA : Sin Dit'erencia3 ttl 5 X 
!"ruebns de Homogcueido.rl de Vari1.1nzne (Y. Va. Rlzog1foeeisl 
Prueba de Cochrans. Varianza. ~áximo./Su11a de Varianzas= O. 3.9 
Helación Varianza Máximu / Varianza H!nima= 4 .454 
Hcjor trnlamiento de Citocinina K : O.O, 0.1 1 1.0 
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Gráfica N!'".! 28. Efecto R1zogénct1co de las Citocininaa. BA,K 
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Oiacuai6n. 

Diversos investigadores que han estudiado la morfo.génesis 

regeneraci6n J...n .Y.J...t.u de 42 especies solanáceas diferentes han 

oncontrado que 38 de éstas han respondido notablemente de manera 

similar ante la variación de las proporciones relativa& 'de 

auxina/ci tocinina, encontrándose como regla general _que 0 -ia 

proporción auxina:citoeinina > favorece- la form~ción de .cBllo¡ 

pe'ró- si ésta ea ( l se obtiene la formación de brotes adventicios 

( Flick .tl AJ., 19831. 

De manero general los resultados obtenidcs en la presente 

investigación difieren sustancialmente de estos halla2gos 1 ya 

que, loa únicos resultados observados de acuerdo e las 

predicciOnea de la teoría del balance hormonal se presentaron 

únicamente en el barrido hormonal ANA/K en el cunl la generación 

significativa (P(F) < 0.0001) de br·otes adventicios se obtuvo 

mediante la proporción de auxina:citocinino de O. l: 10.0 (¡1H] ( <l) 

(Gráfica N' 18), En todos los demñ.s cnsoR los mejores 

tratamientos para la inducción de roices o brotl'.!s se presentaron 

cuando la auxina o citocinino en cuestión, pudo actunr de manera 

individllal, ya que, lo interacción auxina:citocinina fue de 

manera general antagónica. 

Los datos aquí obtenidos resultan similoreB a los reportados 

por Engvild, 1983 (citado por Flick tl ~\.., 1982) quien encontró 

tormoción significativa de broten adventicios a la conccntrnción 

de 1.0 {µHj de BA a partir de secciones nodoles de tallo de j} • 

.in.mÜ .. A· De la misma manera Hirakoga y Tabota ( 1974 ¡ citados por 

Flick tl !\.l., 1983) determinaron como su mejor tratamiento 

caulogenético 100 [µH] de 8A, sin 111. combinación de una auxina en 

118 



am.bos Ca_eoS 1- ~O que:. demuestra que el gé-nero llA.tJu:.f! no responde de 

ma·nera. ~ípi,!=a a'. la .inducción de la morfogéneeie como ocurre en la 

maro.~.f_a.:: :ct~·::la~ ~t!spe-Óies solanáceas en que se ha estudiado la 

mo,l-tog·én'esis·'- in··tltl:.2 111ediante la variación de lau propnrc-ionee 

relati Vas d~ aux;ina: ci tocinina. En otrns investige.cionea que se 

han . realizado sobre la morfogéncais en el género ~ varios 

investigadores han encontrado que en lo que n caulogénesie se 

loo 

casos cuando ec emplea alguna citocinina sin la combinación de 

una auxina (Engvlid, 1973: Hirakoa y Tabata, 1974 cit11dos por 

Flick tl Al· 198t'). La lloica oxcepción rcaul ta ser el trabajo de 

Sapory y Haheswari (1976, citado por Flick ~ J!l., 1982) donde el 

mejor tratamiento morfogénetico ( coulogéneeis) se obtuvo con la 

combinación de una auxina con una citocinina (9,J {JJHJ de K y 9.3 

(µM} de adenina, es decir con una proporción auxim,:citocininn 

1: 1 ulilizando tallo y hoja de plantas haploidea de lt• iru2lti.A· 

Reapecto a la c11llogéneeia (peso seco y peso fresco), también 

resuJ tó contrario a lo esperado, ya que, en todos los casos loa 

tratamientos significativamente formoJores de callo re.aultat"on t!n 

la proporción nuxina:cítocinina 1-:1 (griíficAa 1 - 14 J y no en los 

tratamientos con. proporción nuxina~citoc-inina > 1 t11l y como he. 

ocurrido en 38 de ·1~ especies solanáceas e.etudiadas {Flick tl 

n,l. 1 1982), Reaultn indudable que el regulador del crecimiento 

con un mejor efecto en la callogénesie eu ln. au:dna 2,4-0 a la 

concentración t .O 1 µM} f Flick tl Al.·, 1982). 

Las notables propiedades biodinámicas de Q. ~\lm la 

hacen objeto de aprovechamiento en si stemaa agronómicos de 
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explotación, a fin de obtener loa satisfactorea farmacológicos 

que se derivan de esta especie, sin embargo, las partiCulal-idades. 

biológicas de esta especie constituyen 

de la manera más productiva posible. 

Por un lado Q. st.ramonium es una especie 

implica que hobrin que establecer el cultivo 81 ··r~i~iO ,::,-d(i;·' ~·~da· 

ciclo reproductivo a partir de semillas PrOduci-dS:~ estas. _:~i~a~:~-~: 
de un ciclo reproductivo -sexual. 

; -~ ~; -~-=:_;~~.·· ! . 

: ... :, 

después de la tueión de los gametos paren_tB_le_e_ -.. : - ,Y;':.---: 

posteriormente se desarrollan en semillas.-. ·:,, :·~ .. --~{·;-

En este caao lns plántulas seran genéticam.ente-~ va"'rta&i-ee

coda una de ellas representa una nueva combinaciórl-o·y. ~~-re·gi~ó "·'d~.-·--

genes producido por la me los is. 

La heterogeneidad genotípica en poblaciones- de... ¡)18.nt·a~ 

destinadas a su aprovechnmieuto comercial resulta desde el punt:o 

de vista productivo una importante desventaja. 

El otro inconveniente que representan las particularidades 

biológicas de ~I'! lil.r.fl..!IlQ..Il.Í.ll para su explotación agronómica, 

surgen do su naturaleza autóga1.11a, 

Lo.o especies que presenti:rn reproducción autóga.ma (o.utomh:is) 

tienen la. pnrtlcularidod de manifestar una muy alta- plasticidad 

fenotípica, que es la habilidad de un orgonismo individual de 

alterar su morfolog!a y/o fisiología en respuesta a cambios en 

las condiciones ambi.entnles. Existe una relación inversamente 

proporcional entre la plasticidad fenotipica r la heterocigocido.d 

génica. 1 de modo que especies con hetcrocigocidad bajo. tienen una 

plasticidad fenotípica alta, (Schlichting, 1986), además de que 
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es propio que lns· especies eut6gamas presenten un alto indice de 

recombinación genética (Radford, 1974), esto es un mayor número 

de secuencias de genes intercambiados entre cromátidas hermanas 

durahte- la metofase de la división mei6tica. En este caso las 

pló.n~ulas seran genéticamente variablea y cada una de ellas 

represente una nueva ccimbinaclón y arreglo de genes producido por 

la ___ meio&.is· Lo- que se traduce en una mayor het<;!rogeneidad 

geno U pica de Ja población. 

Por todas estas carnctErísticas, ~ stramonium al ser 

utilizada en un sistema de explotación agronómico heterogéneo, se 

manifestaría su '1lta plasticidad fenotípica variando en sus 

características fisiológicas y morfologicas, afectando en 

consecuencia su productividad y rendimientos. (producción 

de alcaloides}, 

La reproducción aut6gama en 1!. 11tra.mo.o.i!lJ11 e.s fllcilmente 

reconocible debido a la preeenci&. de varios ra.agos de su biología 

reproductiva , tales como: a} anteras adyacentes al estigma, b) 

anter-es introrsas 1 cJ corola funeliforme (Radford, 19i4). 

Además del hecho <le presentar en laa anteras una linea de 

dehiscencia-longitudinal hacia l'l esti.qm11 revclti. qoe en e.1 curso 

de su evoluc i 6n cela especie ha llegado a ser una especie auto-

compatible tSolbrig 1 1970). 

Esln ciu·acterfst.Jcn aunada al hecho de que la dehiscencia 

ocurre cuando el estigma se encuentr1t. a la misma altura que lr.s 

anterss 1 lo cual asegura la nutopolinización y disminuye la 

posibilidades de una pollniznci6n cruzada, tal y como ha ocurrido 

en las variedades cultivadas de Lrcopereicon eRculentu!!I. 
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{SolanaceaeJ que. sus estructuras florales se han modificado en .su 

proceao de domesticación desde formas ancestrales e.uto

incom'patiblos debidO a· la posición de las anteras más alejadas 

del eatilma, hacia variedades nuto-compatlbles donde el estigma 

9e encuentra a· la miszáa altura de las anteras (Rick, Í976)~ 

La micropropagac16n clona! masiva permite superar los 

inconvenientes que se derivan de la reproducción endogámica 1 con 

automixie) como lo es la alta plasticidad fenotípico. debido a la 

baja beterocigocidnd génica, o.si como la variabilidad genética 

:?ropia de los cicloR reproductivos sexuales. 

La reproducclón vegetativa. permite que las características 

genéticas individuales de una planta son perpetuadas -Por el 

crecimiento y multiplicación de las células en las cuales los 

genes son copiados exactamente por división mitótica, por lo que 

cada planta producido. por este mhtodo puede set• considerada como 

una extensión de uno linea celular somiitica de un solo individuo·, 

un grupo de tales plantas producidas asexualmente es llamada 

clon. {George y Sherrington1 1984J, hecho de gran import~ncfa 

cuando se busca homogeneidad en lad propiP.dades de laá plantas 

sujetas a sistemas de explotación comercial, 

Sin embargo, p'1rd. consP.guir la homogeneidad de_ loe_ g_e_i:i_o_~_!P~~ 

df"" los organfsc.os clonados se dcbl! ¡,oner atención al método de 

propagación etople.ido, ya que las plant.ns que derivan de 

meristemos, ápices y yemt\s, son generalmente genotipica1Dent.e 

homogeneos, lo que indica eetabilidA.d genética. La vasta mayo río. 

de todas las plánt•JlaB regeneradas a partir de meristemos se han 

encontrado que permanecen en su condición diploide (Ancorn tl 

Aloi 1981; Hasega....,a tl _g_l,, 1973¡ citados por Hu, 1983, 
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Huraahise1 1974, ), Las plantas regeneradns a partir de cultivo 

de ápices han mostro.do su estabilidad genétice. (O'a1aato 1 1975¡ 

More!, 1975; Murashige 1 1974 citados por Reiach, 1983} 1 aunque 

ocnsionalmente han mostrado variacion"a (Bush tl ftl.. 1976¡ Dentan 

tl AJ.. 1977 citados por Reiah, 1983), la estn.bilido.d genética do 

lne - plantas regeneradas a partir dr. ápices se debe a que en 

esta estructura la división celular y 1'1 replicación de DNA está 

estrictamente controlada ¡· que las célulns que se: encuentran 

afectadas en su capacidad reproductora (con defectos gen~ticos) 

son eliminadas por cnmpetencia (0 1 nmato 1 1977, citado por Reisch, 

1983). 

Cuando la micropropagu.ción involucra un estado intermedio 

de eallo 1 la frecuencia de cambian genéticos SP. ha visto 

incrementada especialmente en poliploidias y aneuploidias

(Dayliss, 1973; Mahlderg lU Al· 1975 citadoq por Hu, 1983) •. Eytos 

métodos de regeneración que involucrnn un pase a traves de tejido 

indif'ercnciedo (callo) han llegado a ser una nueva y útll fuente 

de variación genética. Esta. varls.ciln producida por P.l ueo de de 

estos métodos de rescnernci6n vegetal ue le ha. de-nominbdo 

variación somaclonal (Reisr.h, 1983). 

Oc! Jo anterior se concluye c¡ul? en vista de lo.a 

particularidades biol6gicaa de D_, etramcnium y las virtudes de la 

micropropagación clonal r1?eulta conveniente la utilización de 

e atoa métodos de propagación a. fin de auperar estos 

inconvenientes y permitir el aprovechamiento óptimo de eat.e 

valioso recurso genético Mexicano. 
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7. O CONCLUSIONES. 

1.-) Se aplicaron los métodos y técnicas d~ C.T .• V. a· Q. 

stramonium' obteniendos~ resultados que permitirán 'el mejor 

apro..,·echo.miento futuro de este importante reourso genético 

mexicano. 

2.-) Se deterlnin6 el efecto morfogenético en embriones 

zigóticos de Il· Jl.~· de dos auxinas (AlA 1 ANA) y dos 

ci tocininas . ( BA 1 K) a di fcrentes concentraciones, proporciones 

relativas y combinaci.ones de ello.a. La caracterizoción del efecto 

inortogenético se determinó evaluando la genero.ci6n de callo 

(peso fresco y -peso B('ICO), y contando la formación ~ W2.Y..Q. de 

ralees, y brotes. 

El peso seco y fresco de callo que ee observó, fue generado 

principalmente bajo la influencia de las auxinns cuyo efecto fue 

nltamente signifiC'ativo (***) especialmente cuando la a.uxina 

utilizada fue ANA. En cuanto a la interacción aux.ina /citocinina, 

f11e altamente signlflcativa en ca~i todos los casos existieron 

numerosos cosos de si ner¡ÜGmo en la callogénesi s, 

La rtzogénee í s fue principalment.e promovida por las nuY.1nas1 

especinlmt'!nte ANA 1 que fue ln hormona. cuya. rizo~énesis fue 

9lgnificativa.mente ouls alt.n, nientrns que la nux.irio. AIA no mo<:1tr-ó 

diferencias significni.ivas. El efecto rte las cit.ocininas fue 

inhibitorio de la rizogénesis1 la de mayor efecto inhibitorio en 

la rizogénesis t'ue la DA, La interacción auxi.na/citoclninn fue 

altamente significativo pero antagónicR de la rizogénesis. 

Lo. generación Je brotes adventicios (caulogénesis) rue 

signlficntivam.ente mayor bajo el efecto de la citocinine. BA que 

la clnetinn K1 por el contrario, el efecto de las p,ux.inas en ln 
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caulogénesis fue de inhibición~ ya que al incrementar la 

concentración micromolnr el número de brotes tiende a diuminulr 1 

se observó efecto a11tagónico tntre auxinca y ci toclninas cuando 

se utilizaron en combinación a diferentes proporciones y 

combinaciones. 

3. - ) La caracteri :;ación del efecto morfogenét ico de di versos 

reguladores de crecimiento tiene una de sus más importantes 

aplicaciones en le regenr.ración v~getnl, la cual ¡Jara poder 

llevaree a cabo es indispensable determinar qué reguladores de 

-erecimienlo y en qué concent.raci anea, proporciones y 

combinacion"s pueden producir !.il mejor efecto morfogcnétJco 

deseado, l.\ partir del análisis estadístico practicado a loe dat>:>a 

obtenidos 1 podemos concluir qu(:: 

Para lffi_tyr__~- l!.!J:.§.!!19..ni.!!.I:!! lt.t. d:zogénesis es más eficientemente 

producida por la nuxina ANA, A la co11ccntr&ci6n 1.0 (uHl en 

ausencia de citucinJ.na9 ya que su cor.ibinnci6n con las o.uxinaa 

tien~ efecto antagónico, 

La caulogénceis rceul ta significn.tivamente estimulada por la 

ci tocinins BA, especialmente a la concentración 10: ~ [µ~]_sin la._ 

combinación de auxina alguna. 

Lee auxina!I so!l 1'.>s fitoreguladores que deler~inon la 

callogénesi.s, de las auxinas empleadas AIA,ANA de estoa el ácido 

nnftalenacético (ANAJ resultó el promotor más significativo de la 

callogénesis, en todo.1:1 los caeos en que se evnlu6 el callo (p<:so 

fresco y peso secoJ La interacc!6n auxina/ci tocinina mostró 

dif'ere:ncias significativas debidas al tratamiento y existieron 

varios casos de efectos sinerg!oticoa en ln callogéneais de 
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los f i toreguladores empleados. la combínaci6n hormonal más 

callogénico fue ANA/BA en sus concentra·cioncs 10. O y 1.0 [ µH} 

respectlvantenle 1 sin embargo el tratamiento mas callogénico 

significativamente diferente ocurrió en 10. combinación AlA/BA 

(J,0 [i1H) de DA, y 10.0 [µH) De AIA). 

4.-) De las cr:>nclusionee anterh"1res se: puede derivar la 

primera aplicación práctica cuya aportación seria en la 

regeneracíon vegetal en una metodología de micropropagación para 

¡¡_. a continuación se propone un modelo de 

iaicropropagación de acuerdo a Hurashige ( 1974). 

ETAPA I. 

i.-) Esterilización y disección de embriones maduros·de 11· 

stramonium. 

ETAPA II. 

ii.-J Cultivo in Y..lli.2 de los embriones aislados en medio M.S. 

adicionado con 10.0 [pH] de BA. con el pr~pósito de indUcir 

brotaciones mlil tiplos. 

iii.-) Subcultivo de los brotes obtenidos en' el mismo medio 

de cultivo utilizado en el inciso ii.-} para incrementar 

geométricri.mente el· número de indi v iduoa 1 opc~Onal )_. 

ETAPA III. 

iv.-) Aisla~iento y subcultivo de los brotes en medio M.S. 

suplementado con LO [¡1H] de ANA para promover la ri:l:ogénesis de 

loe brote a y obtener plantas completas, 

ETAPA IV. 

v. - ) Transplante de las plai:i~as obt~nidas_. -1.n .-:di.r_q a 

condicioneft de invernadero y posteri~r aclimatación de loa 

individuos, 
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Apendice N• 1 Medio de Cultivo HS lHurashige and Skoog, 1962). 

KACRONUTRIHBNTOB, 
NUTRIMENTO, 11g/l lOX (g/10 l) 

4 3 
NH NO -------------1650. ooo-------------------16. 500 

3 
KNo ---------------1900. 000-------------------19 .ooo 

4 2 
Hsso · 7H o----------370.ooo-------------------3.1000 

2 4 
KH PO --------------170 ,ooo----------~--------1, 7000, 

SOLUCION DE CLORURO DB CALCIO, 
NUTRIMENTO. mg/l lOX (g/10 11 

2 2 >>·· ••.· 
cacl · 2 o-----------440. ooo-------------------4; 4000. 

NUTRIMENTO, 
HICRONUTRIHBNTOB, 

mg/l 

KI----------- .... -------0, 830------------,: __ ::;_:~-8 ~ 300 
3 4 . . :.·' ., ' . ' '' 

H BO 
4 
--;--------------6, 200---'~.--~7~--,":-~--.---62, 000 

MnSO . H o--------"---16. 890---.----'-~--~"-----168. 960 
4 2 . •,'C .. • ' ... · ... 

ZnSO . 7H o------------8. 600--~-~-;;; ______ ..; _____ 86. ººº 
2 4 2 . 

Na MoO • 2H 0--'--------o. 250-------.-------------2. 500 
4 2 . ' . 

cuso · 5H 0------------0 :025--------------------0. 250 
2 2 

CoCl . 6H 0------------0. 025--------------------o. 250 

SOLUCION FERROSA QUELATADA. 
NUTRIMENTO; mg/l lOX (Mg/10 l) 

NaEDTA---------------37, 700------------------373, 000 
4 2 

Feso · 7H 0-----------21. soo------------------278. ooo 

NUTRIMENTO, 
COMPUESTOS ORGANICOB, 

mg/l lOX (mg/10 l) 

Inosi tol. -----------100, 000-----------------1000, O 

Acido Nicotinico, -----0. 500--------------------6. O 

Piridoxina HCl, -------0, 500--------------------5. O 

Tiamina. --------------0 .100--------------------1. O 

Glicina.,----------- ---2, 000-------------------20, O 
Sacarosa 30 g/l Agar 8 g/l pH .5.7 - 5,8, 
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Apendice N• 2 Tinci6n de Oraa. (Modificado por HUcker, 1957) 

!.-Reactivo de Criatal Violeta-Oxalato de Amonio. 

Solución A. 
Cristal Violeta •••••••• , ••••••• ,,. 0,2 gr 
Alcohol etilico al 96 ""· ....... 200.0 ml 

Solución B. 
Oxalato de Amonio ••••• ,., •••••• ,~ •• O.B gr 
Agua Destilada.,,,,,,.,.,,,,.,,,, .80.0 ml 

Combinar la Solución A con la Solución B 1 ~iltrar y reposar 24 
horas antes de utilizarse, 

2.- Solución de Lugol. 

Solución A 
Iodo, • , • , , • , , , , , , , , , , , , , , , •• ~ •• , • ,'. , 1 ~O gr 
Ioduro de Potaaio.,.,,,, ,, ••• , ·,,. ,'o,2.0 gr 
Agua Destilada ••••• ,.,., ••• , •• ,.,, 240 ;o ml 

Solución B 
NaHC03 al 96 " ••••• , • , ••••• , •••••• ,60.0 ml 

Combinar la Solución A con la Solución B1 Filtrar y reposar 24 
horas antes de utilizarse. 

3.- Alcohol etílico al 96 %. 

4 ,- Safranina para Tinci6n de Gram. (Sigma). 

Técnica de Tinci6n. 

1 ... Preparar un frotis de la cepa y dejarla secar 

2.- Cubrir la preparación con la solución de cristal violeta-

oxalato de amonio 1 por un minuto. 

3.- Lavar. 

4, - Exponer la preparación a la solución de Lugol por un minuto 

y lavar. 

6. - Decolorar con alcohol etílico al 95 " durante 46 segundos, 

lavar con agua. 

6.- Aplicar el colorante de contraste lSafranina) por 30 

segundos 1 lavar con agua. 
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