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RESUMEN. ‘ R

"“En.-el presente trabajo se analizé la respuesta morfcgeﬁéticnf' .

de ' embrioneas =zigéticos de Datura stramonjum L. cultivados: in

El. medio bésico fue el propuesto por Murashige "y - Skoog,
{1962) y fue suplementado con las auxinas AIA .y  ANA -y . las
citocininas BA y K para inducir la morfogénesis.  Se utilizaron
lag concentraciones 0.0, 0,1, 1.0 y 10.0 micromolar {uM], . ..

Se hicieron 4 experimentos bifactoriales completos,
utilizande una auxina con una citocinina en todos sus posibles
combinaciones entre los cuatro niveles (concentraciones) de cada
hormona. Cada barride hormonal consté de 16 tratamientes con 8
repeticiones por tratamiento {128 unidades experimentales por
barride hormonal}). Los parédmetros evaluados fueron: Produccién de
callo {Peso Seco y Peso Fregco) (grs.), Namero de HRaices y Numero
de Brotes.

Los reguladorea de crecimiento que resultaron determinantes
para la callogénesis {Evaluada como Peso Seco ¥y Peso Fresco)
fueron ias auxinas en sus dosis mds altas 1.0 y 10.0 [puM], pero
especialmente la auxina ANA que tuvo un efecto callogenético mAs
significative que la auxina AIA. La citocinina mds callogénica
fue BA en sus concentraciones 1.0 y 10.0 (uM].

La fitohormona que tuvo un mejor efecto rizogénico fue la
auxina ANA especialmente en la concentracién 1.0 {uM]. La auxina
AIA no produje diferencias significativas debidas al tratamiento
al nivel de conftanza de 5 X en el andlisis de varianza
realizado, El «c¢fecto de la citocininas en la rizogénesis fue
antagdénico ya que el incremento en las dosis de las dos
citocininas cmpleadas en combinacién con las auxinas inhibidé la
rizogénesisg, los mejores tLratamientos para la rizodénesis
resultaron aquellos en los que las auxinas actuaron en ausencia
de cualquier citocininsa.

En cuanto a la caulogénesia, la mejor respuesta observada fue
la producida por la citocinina BA en au concentracién 10.0 [pM].

La formacidn de brotes fue deneralmente inhibida poer las
auxinas ya que el incremento en la concentracién micromolar de la
auxinns tiende a disminuir 1la caulogénesis, La interaccidn
Auxina/Citocinina fue altmente significativa pero antagdénica para
la caulodénesis,



1.0 INTRODUCCION

La fnse esporofftica de las espermaatofitas sc inicia con
el evento de la polinizacién seguida de la fertilizacidn lo
que invariablemente conduce al desarrollo del cigote en un
embrién. Este embridén se encuentra incluido en el tejido
materno durante todo s8u vida embricnaria ¥ por lo tanto
oculteo al ojo del investigador. Ea claro que el inveatigador
debe frecuentemente interrumpir y suprimir el desarrollo
embrionario para conocer algin aspectc del procesc. Eata
ineludible manera de proceder ha hecho de 1la enbriologia
vegetlal en muchos casos una cliencia meramente descriptiva,

»

Actunlmente, entre las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales in vitro el cultive de enbriones es una
herramienta poderosa, que inclusive permite al investigador
ohservar el desarrollo embrionario como un procesoc de
continuos cambios. AdemAs de ser utilizada para resolver un
soplin gama de problemas, ya que usando esta técnica se
espers resolver interrogantes tales como: Los requerimoantos
nutricionales y fisiélogicos del desarrollo embrionario y de
la germinacidén, el contrel de la embriogénesis, efacto de
las fitohormonas, utilidad del suspensor, ademis de
numerosas aplicacliones practicas. Entre lus que podemos
contar como las mfs importantes, el uso del cultive de
embriones para vencer la dermancia natura)l de las semillas.

Sin embargo, la aportacidn més trascendente dal cultive
de embriones zigéticos ha sido el uso de esta técnica para
superar ia inviabilidad de embriones hibridos de cruzns
interespecificas y aun intergenéricas, abriendo con esto las
posibilidades de reunir genotipos vanliosns de dog especies
diferentes en un solo individuo.

En esta investigarcidn se utilizd el cultivo de embriones
zigbticos con wun propdsito rara vez empleado: el wuso de
estos embriones como fuente de explantes para el estudieo de
su morfogénesis jag vitre, para la cual Bc utiliz§ el tejido
mis totipotencial de que gse puede disponer, el embrién.



Sl 2.0 ANTECEDENTES.
2.1 Origen Geogréfico. :
La especle Daturs stramonjum fue descrita po

1753,. .y aungue no se conoce con certeza -el-

- ‘eéiﬁéto especi{fico stramonium se cree provi?ﬁe del vacnﬁ}é iaﬁi;q
struma que smignifica "paperaa" (Blanquez :féﬂl); :o bien,
"hinchado™ (Satina y Avery, 1959), ‘ ’

Actualmente D. stramoniup tiene  una distribucién
coseopelita y ea indudable qus ha acompafiado al hombre a traves
de aus inumerables migraclones por las regiones templadas del
mundo desde épocas ancestrales. De manera que esta es seguramente
la causa de que actualmente encontremos [J. gtramopiwm en los
seis continentes, lo cual ha hecho diffcil que se unifiquen los
criterios de diversos boténicos acerca del orfgen geogréfico de
D. mtramonium .

Linneo considerd a D. stramopium como originaria de América.
Otros botdnicos le atribuyen su orfgen en Sudamdrica o - Europa.
Agunog en cambio hacen a esta especie originaria de Asia, (Satina
¥y Avery, 1969 ). Al respecto Safford, (1921) le atribuye a D.
stramopnjum su habitat natural en América ya que en el continente
suropeo nunca 8¢ encuentra en estado silvestre mientras que en
América su rangoe de distribucidn es desde el noreste de América
hasta Sudamérica y que fue introducida muy pronto por el hombre a
las regiones templadas de Asia, Europa, y Africa. La notable
diversidad del dgénere Datura presente en nuestro pais ha
permitido afirmar que este género tiene su origen geogrdfico en

México y que las especies de Datura se han originado en las zonas




desérticas de lo que ahora es conocida como México, y que loe

once taxa conocidos que c¢recen en MHéxico diex han sido
‘reconocidos como especles nativas mexicanas {Bye, 1989).

Es importante mencionar que e}l nombre comidn de D. stramonium

en Japon "yoshu" significa "extranjero" lo cual nos permite

suponer que en este lugar es seguramente una especie introducida

{Safford, 1921b; Safford, 1822, Citados por Satina y Avery,

1959).
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Figura N° 1 Daturs stramonjum.

2.1.1 Descripcidn Botédnica
Datures stramonium L, Sp. Pi. 1: 179, 1763.

Esta especie pertenece a la seccién Stramonium (Scop.) Bernh.
Es una planta arbustiva herbicea, robusta, y ramosa, de 30-70 cm
de altura, hermafrodita, anual, finamente pubescente cuande Jjoven
y glabra en estado adulto. Rafz axonomorfa. Hojas simples,
enteras, alternas, largamente pecioladas de 5-15 cm de largo, con
limbos ovales, inequildteros, puntiagudos, base cuneada u obtusa,
Flores perfectas; actinomorfas; cdliz gamecsépale, tubiforme c¢inco
lobade en el Apice de 3~-4 cm de longitud; , corola simpétala
blance o purpirea pdlida, infundibuliforme, de 5-7 cm de
longitud,3-4 cm de didmetro; estambres § , epipétalos, introrsoas,
de anteras purplireas en las plantas con flores purpireas vy
blancas en las plantas con flores blancas; ovario sipero
imperfectamente 4 locular, nultiovulado; estilo simple mAs corto
que la corola con estigma bilamelado. Fruto erecte capsular
cuatro valvado, perlcdrpio armado con espinas fuertes Y
desiguales. Semillas discoideas, comprimidas, imperfectamente
reniformes, negras con embrién periférico, endospermo amiléceo,
de placentacién central; Numero cromosémico (2n=24). Florece de
julio a agoste., Distribucidén cosmopolita. (Matuda,1952; Satina, y
Avery, 1959; Schultes, 1882b, ).
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Vegetal
¥agnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Soltenales
Solanaceae
Daturs L. (1737)

ESPECIE....

Paseres

Fuente: Cronquist A,

2.1.3 Nombres Comunes de

Pata e e

D-giramoniup L. (1753)

1981,

Daturs siramonjum

Origen del Nombre
Nombre Comin Referencia.
India Oriental Dutra.

Dhatura. { Satina, 1959)
Inglés Downy Thorn Apple.

Thorn Apple.

Stink Weed,

Raving Night Shade.

Jimaon Weed. ( Satimna, 1958}
Francés Pomme épineuse.

Pomme de Diable.

Herbe aux Sorciers. ! Madueiio, 1873}
Alemdn Dornepfel. (vSatlna. 1959}
Holandés Dearnappel. { Satlna, 1959)
Japondis Yoshu. {f Satina, 1959)
Nahuatl (México) Teolohuaxihuitl. {De la Cruz-Badiano, 1964}

Tiapatl. i { Sahagin, 1938}

Toloache. { Sahagin, 1938}

Nacazul., {Di{az, 1978}
fiuichol (México} Kieli-sa. (Diaz, 1979)
Italiano Nace Puzza.

Nace Spincaa.

Mezzetoni. fMaduefio, 1973)
Espaiiol Higuera del Infievno

Estramonium.

flierba Hedionda. {Haduefio, 1973}

Tabla NQ 1. Nombres Comunes de Daturs giramonjum.




2.1.4 Sinénimos de Datura stramopium.

Debido a la extraordinaria variabilidad morfoldgicagféﬂe T

presenta DP. Atramonju diversos taxSnomos hnn;'deécfitg como:

especies diferentes a muchas de las variantes morfdlBgiéaa?de g

stramonium. Actualmente se conocen m&s de 20 sinﬁnlméaldef:esﬁq

eapecie, de entre los muchos sinénimos que se’ conocen ~loa' mAa -~ "=

importantes son:
D. fatula L. (1762)
D. jnermia Jacq. (1766)

2.2 Propiedadea Medicinales y Terapeiticas del Género Datura

2.2.1 El Conocimiento de las Propledades del Génerc Datura
en el pasado,

paturas es un género cosmopolita que por sus notables propiedades
psicoactivas ha desempefiado un papel importante en la religién,
magia, adivinacidén, brujeria, y.la medicina tradicional de las
méds diversas culturas, en varios continentes degde épocas  muy
remotas, En ambos hemisferios las Daturas y otroy géneros
relacionades son y hon sido usados, como alucinégenos sagrados,
como en la medicina nativa y en los ritos magico-religiosos.

En la ¢ultura china, durante las dinastias Sung y Ming (960-1644
D.C.), las Daturas eran <onsideradas plantas sagradas, pues segin
una leyenda taoista, cuando Buda predicaba, las plantas de Datura
eran regadas por un susve rocfo que caia del cielo. En 1a India

se han conocido y apreciado aus propiedades deade tiempos



inflamaciones del - égchd§‘ : enfermedades de la piel y diarrea,’
(Schultes, 1982a). ‘ '
En 1la Grecla clﬁaiga era un ingrediente fundamental en el
ceremonial del oridculo de Delfos. (Armstrong, 1886).
En. la Europa medievel, 1a Datura junto con otras especies

solanfceas, que contienen 1los mismos alcaloides dei grupo del

tropans, han constituido una parte importante del folklore'y,lg_;i

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

En el nuevo mundo como en ningdn otro lugkr. el génégo’ i

Datura ha gozado de una importancia ceremonisl como laiqu

y ha tenido en Hesoaffricn. En el suroeste de lo; Estados
donde los indios que habitaban el sur de 0nlifoéh{u'util}ih
la pDatura como un alucindégeno mégico-religioso, ‘;;.iéﬁgﬁiLuﬂlaa
de iniciacién a 'la virilidad masculina gque pr;ctiéabud;lns'trlbﬁs
establecidas en los valles de San Joaquin y Sacremento (Furs#,
1980).
En 1la Mescamérica precolombina, la Datura fue conocida por
: QXferentes nombres como:! tolohuaxihuitl (De la Crug-Badiano,
'1964) tlapntl‘ { Sahagdn, 1938), peroc el principal y que hasta
i1a  fecha subsiate es el Qe toloache que es una voz dedenerada
de toloatzin (cabeza inclinada) probablemente en alusién a su

fruto cafido.

*En la edicidn de Pedro Robredo, de 1969 el tlapatl de Sahagin
esta determinada ipexplicablemente como Datura gtragopjup. Sin
embargo, la caracterfstica del tlapatl descrito por Sahagin es la
de tener un fruto en forma de “cabezueisa sin espinas, cono
limones", caracteristica que no guardea D. stramonjum. La especice
a la cual se refiere Sahagin es seguraments J. .

Cabe mencionar que para la especie D. stremonium existe la
forma inermis cuys <caracteristica fundamental consiste en
presentar unn cApsula con el pericarpio desarmado.



Existen documentos ¢omo los testimonios de Fray : Bernardino
de Snsagﬁﬂ. De la Cruz-Badiano y Francisco Hernéndez entre
otroa' que ge refieren a las aplicaciones terapéuticas que le
daban los Aztecas al toloache, ep especial para aljiviar los
dolores reuméticos, reducir hinchazones, curar el insomnio y el
“laterum dolorem™” ( De la Cruz-Badiano, 1964}, As{ como para
inducir alucinaciones y "borrachera” ( Sahagin, 1938).

En Méxice ha persistido el uso del toloache, tanto en
caremoniag como elemento magico-religicse y como recurso
terapéutico deede épocasn remotas hasta nuestros dias. .

En- todas. las fuentes histéricas que aluden a las 'Bnturpﬁ';f

" :colnciden’ en,‘ﬁénclonar que ¢l abuso de esta planta;fprévoba .

praaféinoilmentales irreveraiblea.

$¢ Pray Juan de Torquemada, tambien se refiere al tlépatl come
una planta medicinal ein embargo, por la descripcién botdnica que
hace del tlépatl, seguramente no se trata de una Datura sino de
otra planta completamente diferente, probablemente se trata de

comunis.



2.2.2 El Conocimiento Actual de lau Propledadas del  Oéners’

.

Todas 1as especies del ké;aro Datura junto con numerogns
eapecies de diferentes iéneros de la familia Solanaceas, como son
Belladopa, Hvocyamus, Mendrégora, Solendra, ms!é_um-
Brunfelsia, Latua, y Hethvaticodendron contienen cospuestos

quimicos &similares. Sus principios actives son bésicamente la

hiosciamina, atropina y escopolamina, todos alcaloides del grupo

del tropano., (Schultes, 1982b},

Pueden encontrarse en el género Datura alcaloides menofés
relacionados quimlqpmante como  la norescopulnminp oy lé
meteloidina, todos con conocidas propledades  narcéticas .y
medicinales las cuales producen una intoxicacién que puede variar
dependiendo de la désis y cuyos sintomas son: malestar genaral,
dilatacién de pupilas (midrifisis), pardlizis de los musculos de
acomodacién del iris (cyclopegia) sequedad de la boca, hiperénia
cuténea {especialmente en la cara), agitacidn de la respiracidﬁ,
disminucién de la temperatura corporal, taguicardia, desordenes
en el sistema nervioso {(ataxia), rigidez, delirio, nlucinacloneé

¥ la muerte (Aguilar, 1982).

- A .dosis elevadas los alcaloides de Datura pueden provocar

desvarios temporales y aun demencia permanente (Furst, 1980),

‘Debido a que las plantas de Datura son unas malezas,
"fracuentemente son ingeridas por el ganado, o bien incorporadas
al forraje inveluntariamente, produciendo intoxicaciones cuyvos
efectos dependen de la cantidad ingerida.
£l ganado bovine, ovine, caprino, equine ¥ porcinc puede

resultar afectade, de estos losz menos suceptibles sen los cordos,




caballos ¥y .ovinos.

-Los ‘bovinos érusenﬁnn lus‘siguienteu gsignos clinicosa: puiso

vy - respiracién acelerados, mucha sed, ceguera parcial, orinan’

fﬁecueﬁtemante' {poliuria), o bien padecen retencién urinaria,
diarrea y dilatacién de la pupfla. Imposibilitados para el
movimiento quedan postrados con el cuerpo rigido. En las . etapas
finales del envenenamiento, la respiracidn se hace lenta, débil e
irregular y la muerte sobreviene por agfixia, en cerdos la muarte
por intoxicacién con DPatura se caracteriza por convulsiones y
contracciones eapassddicas en todo el cuerpo (Mendoza, 1979).

De manera general, los sintomay son de desorden en las
funciones del sistema nervioso (ataxia), abundancia excesiva de
sangre (hiperemia}, incoordinacién, coma y muerte. Las lesiones
que pueden revelar la necropsia son: edema pulmonar y pelequias
en el cerebro. Los uwsoe terapéuticos de Datura también han tenido
aplicaclones veterinarias, pues el toloache se ha usado en el
tratamiento para el alivio sintomatice de la respiracién fatigosa
de los caballos (huélfago) (Lacrm, 1973).

Es jmportante mencionar <que aparte del conocimiento

clentifico ~que se ha logrado de las propiedades biodinépicaa;:def

los alcaloides de Datura existe un refinado conocimiehto empiiico

de los efectos bioldgicos de estos alcaloides.

Este conocimiento ha sido generado por el continlo:- uso

popular desde tiempos prehispénicos hasta nuestros dias_,énﬁ

diveraos grupos étnicos.
Actualmente se sabe gue las mujeres yaquis usan una infusién

de Datura para atenuvar los sufrimientos de parto (Martinez,

10



l953)3‘rLos tarnhumnrns nctualea adicionan raices, - senillas b A

de@é Egzgzg B 15 cerVeza que  hncen con’.‘mafz  (8chultes,

1sazb)

Ent;e’ -hud | Y ro. que la ng;uxg se consuma mezclada

poder intoxicante

esgﬁino pnra aumentar su

QGi;;npigégdééVAhtieapasmédicas y antiasméAticas (Aguilar, 1882;
Vﬁgftln;z;‘ 3959).7 As{ como tamblén se usan cigarrillos con hejas
'.Hé ng;ggg mezcledoq con tabaco y hojaa secas de Salvia Bp.
(Garcfa, 1940; Martinez, 1959).

Otra forma notable de utilizarlo es debido a la
liposolubilidad de los alcaloides de Datura que les permite ser
absorbides atraves de ls piel (Armstrong, 1986}, nropiedad que se
aprovecha para preparar un ungilento grasoso elaborado cton manteca
de ;erdo con semlllas y hojas secas de Daturs que se frota sobre
el abdomen para producir slucinaciones visuales (Schultes, 1982a)
© bien, - se usa como bAlsamo tranquilc para su administracién en
‘fricciones cémo calmante contra las neuralgias, con 2.0 g de

hojas de n;&gxg en polvo y 60 g de manteca de cerdo o bien en

”linimenté ustxhuycndo 1armnnteca de cerdo con 125 g de &ceite

Vs(quciaA 194

{La férmnn parte de un numerosc grupo de plantas

“comiin. en 1a medicina tradicional actual, que

autéctonas ‘aérui
éoﬁstituyen‘;parié aé' las  plantas medicinales expendidas al
pﬁblipd“en‘ étve;sos mercados de todo el pais desde el Norte

kchihuahuu) hasta €l Sur (Mérida) y el Mercado Sonora de 1la

11



Ciudéd dé ﬁéxico. Hoy dia, la Datura es una planta comunaents
recomendada para el tratamiento de hemorroides, vérices, dlceras
¢ inflamaciones en aplicaciones locales en forma de cataplasma o
enrnspttaclones de la infusiébn. Tanbién la Datura es solicitada
parse utilizar sus propiedades téxicas y “hacer maldad" o
"trabajos” en este case debe ser ingerida usandase principalmente

las semillas { Bye y Linares, 1987).

i2



2.2.3 Principales Usos y Aplicaciones del Género Datura.

. 'L; ;ﬁadQEina moderna ha reconocido el valor e importancia de
ilos _alcalb}dés de Datura as{ como sus usos terapéuticos, de
K ‘ﬁanéra que en cualquier farmacopea se puede encontrar enlistada
,1unéio varias especies de patura, resulta notable el hecho de gue
41arfarmacopen norteamericena solo haya enlistade a D. stramgnium,
:79 ":éxﬁiuya- a otras eapecies con igual o mayeor potencial
"fgn;rmacolégico, asi - misme 8e ha omitido el uso de todas las
‘partes de {a planta exceptc la hoja, a pesar de que 8e ha
Vrdemr.;stx‘ado que otrns‘ partes pueden contener cantidades mas altas
‘de - ‘alcaloides. Durante la Segunda Guerra Mundial cuando los

.Alcaloides provenientes de Atropa belladonna escascaban mucho,
nlguﬁas compafilas nortecamericanas cultivaron Daturs como fuente
alternativa de estoa alcaloides. La atroplna e hiosicina afecta al
7 sistema nervioso central, de manera generel, 1la atropina causa
una' estimulacién de este aistema, mientras gque que la hioscina
actGa como un depresivo, . la atropina ha sido usada para

_éontrérrestn; al efecto depresivo causado por la morfina. También

‘es. Gtil -como antfdoto.dc los. altamente - téxicos “insecticidas

. fosfatades coﬁo el tetraetilpirofosfata, tamhién funciona como
antidoto del difalkilfluorofosfato, conocido como "yas nervioso®.
La  hioscina ha alcanzado alguna notorieded por su utilizacién
c;mo "suero de la.verdad”. Adémds de ser un excelente preventivo
pﬁra el mareo 'y s¢ encuentra disponible en tabletas mezclado cen
Qn ‘hipnétice como e; gm;tal sédico, el cual ha sido reportado
cémo mAS etéptivo‘que la dramanina o el benadryl. Es usado en

obstetricia?dunfo:con'la'morfinu como un analgésico para provocar
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'hroﬂpciﬂﬁr para mitigar los
ﬁ{baﬁlnﬁinﬁ. hicacina son los

farmacolégico

considerable ,kel'fifihéro “de ellos ‘es usado principalmente en

: por T g’ propiedada’ de causar dilatacién de la  pupila,
(l‘p.ird'rfié‘ﬂria), mﬁ como de clclopedins que es una parélisis de los
mﬂéc;zlbs .quer acomodan el irig, por eaa razén la atropina es
ehplet.ldn de manera extensiva en oftalmolog{a para hacer descansar
un ojo inflamade, normalmente es aplicada directamente como una

solucidn acuosa del 1% al 2% de sulfato de atropina. E]l efecto

midridtico se inicia después de una hora y media y tiene wuna-
duracién notablemente prolongade y que pucde durar haste por 10
di{ns., Le hioscina tiene el mismo efecto aunque nds débil yde

de’

menor duracién. Esta se emplea en su forma de hldrqcldruro»

hioscina en solucién de 1% al 2%.

Ligeros camblos en la estercoguimica de los alcaloides tiénqn
un profunde cambio en sus efectos fimlolégicoms. Asf tqheﬁq?'qué 

solo un isémero de la atropine (l—hlosclnmins)‘tieﬁearpfapiédadqi;uwr .

midristicas, sin embargo ambos isémeros parecen tener el ~mismo
efecto en el sistema nervioso central.{Leete, 1859).

Actualmente numerosos fArmacos de uso comin son elaborados
con alcaloides que se extraen de Datura los cuales se encuentran

enlistados en la siguiente tabla ndmeroc 2.
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TABLA No 2 Férmacoa gue Emplean Alcaloides Extraidos de Datura.
ALCALOIDE NOMBRE DEL EFECTO
Y FORMA FARMACO. TERAPEUTICO.
ATROPINA

Sulfato de Atropina

Hetil bromuro de
Atropina.

ESCOPOLAMINA
Bromure de N-butil
Escopolamina.,

Metilnitrato de
Escopolamina

HIOBCIAMINA
Sulfato de
Hiosciamina

HIOSCINA
N-Butil Bromuro de
Hioscina

Atro Ofteno

1% y 2%.
Atropina "oculo™
Espasmotex

Ge logen

Redotex
Tropatil

Sedo-uromitol

Prodolina
Compositum

Vioftalil

Donnatal
Pediatrico

Buscalide

Buscapina
Buacapina
Cospositum
Buscopax
futilamina

Butilamina
compuesta
Colepren
Dolobuscapina
Egcapin

Espagantral

Midriatico, Ciclopégico,
Parasimpaticolfitico.
Midridtico.
Antiespastedico,
Analgésico
Anticolinérgice vy
Antidcido.
Anorexigeno,
Antidiarréico.

Sedante,

Antiespasmédico ¥
Antiséptico,

Antiespasmédico y
Analgésice.

Amebiclda.

Antiespasmédicc ¥y
Sedante.

Antihipersecretor Gastrico
y Antiespasmolftico.
Esmasmolftico
Ezpasmolitico y Analgésico

Espasmoliticc y Sedante.
Espasnolitico y
antiespasmnédico.
Espasmolitico y
antiespasmédico.
Antiespasmédico.
Annlgésico ¥y
Espasmolitice
Analgésico ¥y
Antiespasmédico
Amebicida b4
Eepasmol{tico.
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TABLA No 2 FArmacos que Emplean Alcaloides Extraidos de Datura
{continuacién)}
ALCALOIDE NOMBRE DEL EFECTO
Y FORHA FARMACO. TERAPEUTICO
Retodol Bspasmoliticeo y
Compositum Analgésico.
Selpiran Analgésico y
Antiecapasmédico.
Proplionsulfonio de
Hiocsctna Eapacil Antiespamédica.
Espacil Antiespasmédico ¥
Compuesto Analgésico.

Fuente: Diccionarie de
Ediciones P.L.M., México.

Especialidades

Farmacetiticas.

1985,
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3.0 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
El’ﬁérniné_¢ultivo de Tejidos Vegatales (C.T.V.} es un nombre

’.géqefiéd uhlsexgtil$za comunmente para denominar todes los tipos

de_;ﬁultivoﬁksnsépticon de origen vegetal, por lo que en la

ctualidad

,aiﬁunnatﬂe lai cuales no pueden ser, desde un- punto qe,vistn mﬁ}i

f reé;kiﬁéidd. cultive de tejidos,

“'Es-"“posible distingir los sigientes’ tiposis
épticéé Qegetnlé! in vitro: . v

1.-) ‘Cultivo aséptico-de plantas fntegras

Ei[--) j Cultivo de érganocs,

" 111:7) Cultlvo de tejidns.

: iv.=}) .Cultivo de células, )

‘Los fundamentos teoricos ' del C-f;V.‘ surgen de. la éeoria
_ceiuiar, prcﬁuestn de manera aimultkﬁen por el botédnico Schleiden
en 1538 y por ol zoologo Schwan en‘1839. donde se afirma que las

pnrtés elementales que constituyea a un organfsmo {células) aon

aemejuntes entre si ¥y tienen la potencialidad de ser

individualizadas y continuar creciendo independientemente, hasta

generar otro individuo idéntice, con la misma informacién

genética, =i se le proporcionan las condicicnes ~externas o

adecuadas (Dodds y Roberta, 1982).

A finales del siglo XIX surgieron las primeras especulaciones
con Rechinger en 1893 quien observé formacién de callo en
fragmentos de tallo y secciones de raices, (Doddn  y Roberts,
1982) estos ensayos se llevaron a cabo con fragmentos de tejidos

aislados de plantas superiores, sobre arena humedecida, ain

existe 'una considersble confusién y falta  de

i,unifornidad ..en"-la denominacién de las diferentes técnicaﬁé
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‘solﬁclén’nﬂtriﬁiﬁu Blghda.‘ Su desarrsllo no progresc mhs alla de

Tlac formucion de un pequeno cnllu Con esto esperaba encontrar “los

'~11n1ten nininen de divin!billdad en plantas”, Rechinger llego . a

ilan

concquiéq de que secciones mas delgadas de 1,5 mm, ' podrian
1iéé§ffa desarrollarae. (Gautheret, 1982),
Fue hasta 1902 cuando Haberland intenté cult;Var célulna w

c ltiva,:

o . .
vegetsles aisladas ig vitro sobre un medio nutritivo:de

"'de  formulacién conocida, su proﬁeslho era vérlfiéar teoriai

celular de Schwann, para esto  me alrvié ;;ﬁe'g células
parenquimdticas aisladas de meséfilo- de Egiggh:gﬂigm ap..

Qrnitogalum sp., Tradescentis sp. ¥y como nutrlentes utilizé la

solucién de Knop, sacaresa, asparagina y peptona. Las cé&lulaa
permsonecieron vivas despues de 27 dias e incrementarcon hasts - 11
veces su tamaifio original, ain embargo no se cbservéd divisidn
celular, eato debido seguramcnte a que Haberiand empled una
solucidn nutritive muy simple, ademéds de que selecciond para sus
experimentos plantas monocotiledoneas que adn ahora son dificiles
de cultivar satisfactoriamente, esto aunado a que utilizé células
procedentes del  mesdfilo con un alto grade de diferenciacién ¥y
que sus cxperimentos fuercon realizados 31 afios antes de que se

couocieran los efectos fisiolégicos del Acide indolacético (TAA)

sunque este compuesto hebfa sido aislado ya -por--el.’ quimice o
Salkowski en 1883, {Gautheret, 1982; 'Dodd.a -

1982; Navarro, 1987}.

de Oérganos vegetales ip _1&;_ fue nlcnnzndu por Whi

quien logré demostrar el.crecimiento potenciul
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Apicég-fdef?:nléés';islidhsjde Jitomate Lycopergjcon esculentum.
‘thﬁe;i. 126 ' : ip;£1ne;tos un medio 1liguido formulade
s :éxtracto de levadura y sacarcsa.
‘e el extracto de levadura podia ser

gs_del grupe B: Tiamine, Piridoxine y

el notable trabajo de ﬂhlte, Nobécoutt

.,Casi de maneru simulténe

cﬁmbiumr

riben“

'vbnuﬁhgre;}_ trubujos'; s&milsrgs

'"exitbsgmgpgéqbe

:interéapicifico

.respectlvnente XDeécribiéndu eL prlmar
\vegetales in xigxg en uentido estricto. (Gnutheret. {982).
Las1’ técnicas ‘basicas ~de: cultive de tEJidos> vegétnléa
‘ deseritas ? en _=stoa trabajos . ploneros h;n permitide 'el
;Vreéﬁﬁbléqimiéntu ‘de este Lipo de cultives para  nucﬁng. otras
:légﬁéeieé;'.desencndénnndo ﬁun esto el desarrollb ‘de “técnicas
:altamente aofisticadna ¥y especializadas.(street. 1971- Gautheret;
1932) - ‘
1,Lm; e EL HEDiO DE CULT!VO.
El- deenrrollo de medios de cultivo adecuados ha- requeridc de
; varias décadas para desarrollarse, aunque el progreso més notable
én.éutﬁs téenicas se han logrado en los ditimos veinte aflos,
Dé mAnera general los requerimentos nutricioneles basicos de
.iaa ;pluntns cultivadas {n vitro son muy similarce a laas que
dtilLZnn_ las plantas intactas ip vive, sin embargo los mnedioas

nutritivos de cultive deben ser disefiados para propésitos vy
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requerinentos eapecificos, no aclo en su composicidn nuiriciongl

y 'hormonal‘aino también pueden vartar en su estade tiéica,‘ de

manere gque podemos plantear un sistema da cracimiento in yitzo en

wedic eSlido o bien en medio liquide.

Los pedion nutritivos gque 3e han disesiiado para 1os 'cultivos”,,

asépticos vegetsles son muy varisedoz en su compoaiciﬁﬁ as{: cpmnl S

‘en el abjetive particular para el cual fusron creados. Loa
nedion de Murashige y Skoog (1962} ¥ el formanlade por Lingmaler y
Skoog {19656), ademss del B5 disefiado por Gamborg {1368} son lo=m

wés anpliamente utilizados.

El medio MS es eapecialmente titil en particular si el aneto'

de nuestro trabajo es la regeneneracidén vegetal.

El desarrolle de estos medios ha mastrado 4que na solo es
necesarlo la presencia de los nutrientes necesarios para el mejor
degarrolle de loa tejidos aino qua taabién les concentraciones
relativas de estas aon de vital importancis (Ganborg, 1984}.

£l wedie 88 y tadas sus variacicnes fueron originalmente
disefiadan para cultives en suspenaidn. axjusten diferencias
notables entre laa formulaciones de los wmedio HS8. y B85, la
diferencia maa aignificativa es la mas alta concentracién de
aménio presente en el meéiu M5 respecto al BS, ademds de que las
Gitaminns utilizadas en el medic BS son 100X mas elevadas que en
el medio MS.

Chu ¢n 1978 desarrellsd el wedio denominado N6 para cultivar
anteras de cerealea, aunque actualmente cs emplesdo con éxito en
cultivo diferentes tipos de cereales.

El medic El (Gamborg et al., 1984) permite el rédpido
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qreciniehto ;de células para embricgénesis y:pﬁék el cfééim}entQﬁ:

de protoplastos. ‘(Gemborg, 1984),
Los diversos constituyentes del medio neiﬁuéd!

i) ‘Nutrimentos Inorgénlcos,

**Macronutrimentos.
‘+Mieronutrimentos.
1i) Compuestes Orgénicos.

*Carbohidratos.

*Vitaminag,
+Aminodcidosn,
- 1i1) Suplementos Complejes.

»"iv) - Reguladores. del creclhighgo.:;

+Auxinas.
*Citocininas.
v)  Materiales Inertes de Soporte.
: : "‘1),1 Nutrimentos Inorgénicos.
Aunnﬂog -al VCurbDnc. Hidrogéno ¥y Oxigeno,  los tejidos

vegetales .redﬁieren de una conatante fuente de clertos
" nutrimentos inorgdnicos. Los nutrimentos inorgdnicosz utilizados
en las férmulas de loe ‘medios de cultivo, proporcionan los
’ ﬁiﬁérales' que son considerados como esenciales para hacer
posible. que se cumplan las funciones vitales en los tejidos en
cultive. para esto se ha tomado en cuenta el criterio de
egencialidad de alglin elemento, este criterio fue determinado
, por Arnon { citado por Rojas, 1979). Para que un elemento sea
considerado como escencial es necesario demostrar que: a) La

planta no puede completar su ciclo vital de manera normal en
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igg decir

ausencia  del elements;  b) El elementg1se;ﬂ;sﬁécifﬁéot_

‘que .- no puede - ser - sustituido bqikéilgﬁﬁr

. fisielégica: -

“Los elementos requerides en relativamsnte grandes éﬂnt;dndeé‘

noprdenumlnadol macronutrientes de estos el que eb?requeriﬁo .en
”ﬁaQOfei ‘cantidades es el nitrégeno este puede aer“ﬁroﬁorclonadﬁ
.en. forma orgénica e 1nor36nicn. de manara orginica puede ser
incorporadc al medioc en forma de aminodAcidos, . mientras que en au
-forma - inorgénica puede ser empleado en sus modalidades de de
fones  amonio y nitrate siendo los iones amonic mds répidamente
"asimilable por los tejidos. ({(Gamborg, 1984). De manera general
las’ ‘formulaciones de los medioa de cultivo intentan proporcioner
a ion' tejidos en cultivo los tinerales en su forma whs
asinilable.
El . Sodio aunque no es Heneralwente utilizado por las plantas
superiores, puede ser.conaiderado como esencial en cultivoes
in vitro de haléfitas, o de plantas con rutas fotosintéticas C4
¥y .Plantas con metsbolisme Acido de las crasulaceas (M.A.C.) y
sunque es8 esencial puede ser sustituido parcialmente por el
. Estroncio (Rojas, 1979).
? Ademés ‘de  los ngcrnnutrinentoa,' las células vegetsles
fiéidiofen _ﬁe"trnzns de "¢lertos elementos menores llamadoa
micfoélémentos. estes son rvequerides por todas las plantas
auéeiioges ¥y ‘“son: Cobre, Zinc, Manganeso, Hierre, Boro,
Hol&bdenc.
La  posible esencialidad del Niquel, Berilio y Aluminio atln
esta siendo cuestionade (Dodds y Roberta, 1982) este tiltimo puede

ser importante, emplecado en trazas, pero en cantidades

“au “mecién
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lpporgnntéi en!tﬁ*lco (Rojas, 1979).

<“11) ‘Compuestos Orgénicos.

cu@buestdu podemon c¢laaificarlos en Tres grupos

nte '/Chibohldratus, Vitaminas y Aminoédcidos,

Carbohidratos.

,éh la presencia del disacarido Sacarosa. La

vsupqriprldnd de la Sacarosa, sobre la la Glucosa, es debido a la

péqt{ntnlizaclén no reduce sus efectos. La actividad
’ ffuisiégicu de la Sacarosa en el crecimiento de los tejidos,
:ﬁoﬁpnrada‘ con la actividad fisiolégica de 1a Glucosa no se
‘ ’f§§§p}nge a algin ejemplo particular sino que existen muchos
égros ejemplos de tales diferencias (White, 1942, citado pof Van
dvérbeek. 1944).
) L; Glucosa una vez incorporada al medio es répldnmﬁnte
convertida en los monosécaridos D=-Glucosa y D-Fructosa, La
glucosa -es directamente incorporada al ciclo metabdlico de la
glucélisis, seguido por la Fructosa.
A decir - de algunos autores {Ball, 1953, citado por Nodds y
-ﬁoherts, 1982) pueden obtenerse resultados muy diferentes si se
emplea uacarosa autoclaveada en el medio comparada con otre medieo
al cual se han agregado sacarosa esterilizada por filtracién.
Ocasionalmente ae emplea la Gluccosa en cultivos de
monocotiledSnecas, asi como la fructosa ¥y el almidén pars otras

especies (Merino, 1987).

ﬂgﬁﬁ ﬁ;ezn:inirinseca del disacdrido y no a sus impurezas, ya que
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) Vitaminss.
_ Las células vegetales en cultivo tienen requerinentos
esenciales de éiantnu; las otras vitaminas ;unqua no Hon
.elencinles han mostrado ser dtiles en estimular procesos de
cieqlmiento especffices, tal es el caeso del cultivo de raices,
para el cual es esencial la adicién de tres vitaninas del grupo

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

Loa medies para cultivos de protoplastos éontienen{uﬁa'meBCLn'

de mas vitaminas esenciales (Gamborg, -1982).

Las vitaminas resultan ser esenciales p;ra'lan células en
cultivo porque desempefian _(uncionaé_ catﬂliticas en sistemas
enzimdticos y aon requeridos en éﬁntidndeé traza' (Dodds 'y

Reberts, 1982).
Aminoécidos.

Las células vegetales en cultivo normalmente son capaces de
sintetirar todos los aminhodcidos requeridos, la adicién de 1~
Glutamina o mezcla de varios aminoficidos es fracuentenenie
benéfico (Gamborg, 1984),

Diferentes medios de cultivo coinciden al incluir a 1la
Glicina {&cidoc aminocacético)} como unico aminodcido constituyente
del medio.

Cuando  alguna  mezcla de aminoficidos es considerada como
necesaria, el medio puede Her enriquecido con hidrolizado de
caseina que consiste en una mezcla compleja de al menos 18
aminodcidos, un aminoécido puede ser necesaric para inducir
aléuna respuesta fisiolégicas especifica {Dodds y Roberts, 1982)
una vez obtenido algin efecto positivo puede ser investigado por

la adicién posterior de una mezcla de aminodcidos en lugar del
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hidrpllzada,‘ nsi,‘>‘nlgﬁn aminoédeido éspecifico puade ‘ser

detactado por un proceso de eliminacién.

111} Buplementos Complejos.

Frecuentemente se utilizen los extractos complejos de origen
‘nntural como una alternativa después de que todos loe
7 ingredientes definidos del medio de cultivo han fallado en 1la
busqueda de algin efecto deseado.

Ejemplos de cstos suplementos complejos son los siguientes:

Pulpe de plétanoc,

-

Agua de Coco.

Emulsién de Pescado.

Extracto dc Malta.

Extracto de Levadura.

Hidrolizados proteicos.

Jugos de Fruta.

Las grandes desventajas que existen en el empleo de los
suplementos complejou consiste en que debido s la gran diversidad
de compuestos que constituyen a los extractos naturales, uns vez
obtenido el efecto buscado, s8erfa muy diffcil que mediante un
procesc de eliminacién se determine el compuesto o grupo de ellos
que son la causa de el efecto producido.

La otra desventaja importante que se deriva del eapleo de
suplementos complejos es intrinseca a la natural variacién en la
fuente del extracto natural debldo al estado fisioldgico, tamafio,
madurez, estado de conservacién y variaciones naturaleg propias
de los organismos. Por 1lo que el empleo de 1los suplementos

conple jos puede conducir a resultados irreproducibles, de manera
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que actualmente ase prefiere el uso de medios de ‘cultivo . 'de

composicién quimicamente conocida.

iv) Reguladores del Crecimiento.
Existen dos amplios grupos de reguladores del‘-crécimieﬁtq
principalmente utilizados en las técnicas de cuitlvé de teJiduér;

vegetales, eates son! Auxinas y Citocininar

‘Auxinas,

"'A continuacién se muestran las auxinas  mag ampliamente

utilicadas:

a) 'Acido 3-indolacético, (AIA)
b} vAcido.S—indolbutirico. (IBA}
¢) Acido 4-Clorofenoxiacético. (cPA}
di Acide 2,4-diclorofenoxlacético, (2,4-D)

.a} Acido 4-amino-3,5,6-triclaropicolinico (TPC) (Merino, 1987).

Aungue el efecto de las auxinas varia de una especie a btra:
las auxinaa se caracterizan por tener una gama de efectos
finiclégicona caracteristicos, los principales son:

a) Organogénesis. (interactda con las citocininas)
b) Estimula la divisién Celular (interactia con las citocininas)
¢} Alargamiento Celular

e) Producclén de Etileno.

£) Dominancia Apical.

g) Prevencién de la Abscién. (Bidwel, 1979). -



citocininn .

" pe manera general los efectoa finlolégicos principnlen de ‘lag
Citocininaa son:

a) Divieién Celular.

b) Alargamiento Celular.

c¢)  Organogénesis.

d} Contrarresta el Letargo."
e)  Liberacion de la Dominancia Apical
£} Prevencién de la senecencia.

Las  Citocininas mAs empleadas en

vegetales gon:

) g ~
} - N Bencil aminopurina © {BA)
b) N6 Dimetil alil dminopurina (2iP)
} N6 Furfuril aminepurina
) 'NB (4-hidroxi,d~metil,2-butenil Jadenina (Merinu, 1981)‘

Cabe mencionar que los efectos flsiolégicos de auxinaa y
citocininas =se incrementan sinergisticamente si se les emplea
gsimultaneamente, Esta observacién ha resultado ser 1la piedra
angular de las técnicas de micropropagacidn y pars 1a
regeneracién de plantas, ya que la induceidn de rafces o brotes
pue#e ger regulado a voluntad por proporciones particulares de
auxinas y citocininas, de esta manera, tenemos gue proporciones
relativas altas de auxina inducen la rizogénesis, mientras que
una. proporcien relativa baja de las mismas hormonas favorcce la
formacién de brotes (Skoog y Miller, 1957). A tal descubriaiento
se le ha dado por llamar la "Teoria del Balance Hormonal®™, y en
vista de que no todas las especies responden de la misma
manera, para encontrar la combinacién hormonal y las proporciones
.relativas de ellas que produzcan algun efecto morfogenétice

degeado es necesario determinarlo por ensayo y error.
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Esta manera de proceder constituye una parte empirica
inseparable de los métodos de loa cultivos asépticos vegetales
{Street, 19277).

‘ Existen otros grupos de reguladores de crecimiento que no son
tan generalmente eupleados en las técnicas de cultive {n vitro,
comc la giberelinas que son normalmente usadag en la regeneracién
vegetal despues de que los primordies se han diferenciadoe.

Otro compuesto que ha probadec tener efecto como regulador del
crecimiento, es el etileno, cuya bios{ntesis me lleva a cabo por
lag células en cultive y es inducida por el Acido 1ndolnc6ticé
{Bidwell, 1979) aunque su papel en las células y &érganos en

_cultive no es conocida (Gamborg, 1984).

':Dtro compuesto usado menos frecuentemente es el écid;
:'nb;gis;cﬁ {ABA) que 8e caracteriza por ser un inhibidor del
1c§9;lmientu 'y su acclén primaria parece ser la de tener una
‘:u;;iéﬁ antagénica con la giberclina, ademas de estimular el
- letargo, induce la absicién, el clerre de los estomas, controla
sel desarrollo embriorario, reduciendo 1a propercién de

deformaciones cuando 8e afadid juntc con zeatina y GA en el
medioc de los cultivos en suspensién de embricnes gométicos

de Carumcarvi sp. (Amirato, 1977, citado por Bidwell, 1878}.

V) Hateriales Inertes de Soporte.

Para log medios 8délidos el soporte inerte méds ampliamente
utilizedo es8 el agar. este se emplea en el rango de 0.6X al
1.0% (p/v), el agar solidificado provee a]l medio un exelente gel
huimedo que sirve como soporte al inéculo, sin embargo alguneos

autores han descrito efectos inhibitorios o estimulantes del
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;;ééihieﬁga;
77con§im15;h£§§, ignto orgénicon como inorgénicos,

TfExlétenﬂ . otros agentes gelificantes com;rcialmepté
diéﬁénibies 'eaios son a base de poliacrilamiday pol;éb;éf

i sinﬁético {Dodds .y Roberts, 1882; Herino, 1987},

AGUA

"El ngua eanpleada para todos los pedios de cultivo deber ser
agua bldestilada y Biempre que @gea posible desionizada,

Es indispensable que el Wdltimo pase de destilscidn se lleve

ah énﬁo utilizando dehtiladores de cristal o de lo contraric se

liberaran iones metflicos al agua disminuyende notablmente su

pureza., {(Dodds y Roberts, 1982}.

: puésto que contiene . una amplia _variedud” de:
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3.1 Cultivo de Telidos Vegetales en la Familia Sclanaceas.

La familin Solanaceas se ha caracterizado por sef un material
bin;égicn muy adecuado para estudios jipn vitro, actualmente
diferentes . especies sclandceas son empleadas como modelos para
diversas técnlicas de cultivos asépticos vegetalen.

Muchas de las investigaciones realizadas con especies

“‘solanécean  han ‘fesultndo’ser trabajos pioneros que han marcado
ﬁnucuﬁ a seguir,

En 1934 IWhite realigzé el primer cultivo exitoso de &rganos
utliizapdﬁ &pices de raices do Jitomate {Lycopersicon esculentum)
Con este trabajo Hhiter dcnostré el potencial ilimitando de
crecimiento que tienen los tejides cultivados in vitro
{Gautheret, 1882).

Skoog y HMiller en 1957 postulan la teorfa del balance

hormonal, quienes utilizaron diferentes dosis y proporciones

rejativas de auxina y de citocinina con lo cual consigen inducir

a voluntad la formacidn de brotes y rafces en cultivos de callo

de Njcotjena tabacum.

La totipotencimlidad celular implicita en 1a teorfa-

postulada por el fisiblogo Schwan es ﬁeﬁéﬁtf#di”:por
Hildebrant 1965, (citado por . Flick, 19535) cunn&o doniiqen
regenerar plantag completas a partir de células aisladas de
Nicotinna tabacum.

Murashige y Skoog (1962) desarrcllaron un medio de cultive
con el que lograron un crecimiento rédpido en tejldos de Nigotjapa
tabacuwm, octunlmente este medio es uno de los mds ampliamente

utilizados con &xito en gran numero de especies, y para muy

celular

Vas{l Ty
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diversas técnluﬁs.
: S@;hh'. ¥y Murashige, 1970 (citado por Nuvarfu, " 1987)
reéenernron plantas a partir de domos apicales desprovigstos de
‘prlnoraioa foliares, concluyendo con esto, que para las
angiospermas el desarrollo adecuado de los meriatemos no requiere
de reguladores de crecimiento suplementados en ¢l nmedio de
cultivo. Las especies utilizadas fueron: Nicolana glauca, N.
tabacum, Daucug garots, Tropacolum paijus, Colews hlumei.
Otra notable aportacién a las técnicas de cultivo de tejidos
in vitro realizada con especies solandceas, lan constituye el
trabajo de Melc¢hers gé al., {1980, citado por Firi y Cmaks, 1981}

quilenes obtuvieron hfbridos somfAticos intergenéricos por fusién

de protoplastos de jltomate {lLycopersicum esculentum) y papa
(Selapum tuberosum).

Flick et al., (1983a) reporta que la mayoria de las especies
del género Petunia presentan gran facilidad para la regeneracién
vegetal o partir de protoplaatos, en general la regeneracién de
plantas in yitro parece ser mds fdcllmente inducible en 1a
familia solandcea, ya que 38 de 42 especies estudiadas en esta
familtia han Bido regenerados in vitro.

Actualmente se le ha dado gran énfaris al Aren de sintesin y
extraccidn de productos naturales, como por ejemplo los fdrmaces,

‘ a pﬁrtir de cultivos de callos (Deus, 1982; Zenk, 1982, citados
por Barba, i987) as{, como de cultivo de drganos principaimente
de -rafces de variae especiea solanfceas, como Atropa helladenpa
kxnmadu. 198&) para el cual se ha logrado {mplementar un sistema

“de producciéA'de'alcaloides en cultivos ip vitro de rafces, las

cuales tuvieron igual .o incluso mayor produccidn de alcaloides en
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’ éiq e diverans investigaciones realizadas

qé@qiéd:dé'ﬂgggxg han significado aportaciones

‘i;nscépdeQEEE4&‘nbvedosas.

: Las. -primeras - plantas haploides que ae obtuvieron fueron a
pgrtiEVQe antéras cultivadas jipn vitve de Datura ipoxia.(Guha y
Maheshwari, 1964, citados por Flick et al, 1983a.)

Los cultivos jn viiroe de édpices de Datura y de Lycopersgigan
esguloptys han podido  ser : mantenidos en cultive por tiempo
indefinido en medic lfiquido que contenfa sales {norgdnicas,
dacarosa ¥y extracto de levadura, lograndoe establecer ¥y mantener
de esta manera un cultivo continuo de raicesa. {Luna, 1987)..

batura inexis ha sido consideradsa come el material ideal: para

estudios de regeneracidén vegetal (Engvild, 1873, citado por -

Flick, 1983a}, e hibridaciones somdticas (Schlgder}ilg78.”¢liadc'

por Flick, 1383a y por Schieder, 1984.)

Diferentes especies de Datura, actualmente se"empleén”éono

plantas = modelo para genética celular sumdtiqn. iﬁéilizhndd'

protoplastos y células en sugpenaibén de plantas dipldides,(?h%Z%)
o bien plantas haploides (n=12). Lo

Protoplastos diploides de Patura inoxia se han usado . para

realizar exitosas hibridacidénes asométicas {Schieder, 1978,

1980, 1982, citade por Schieder, 1984 ).
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FVAl igual  que’ otras éspccicaguluiﬁﬁﬂcepﬂ
alcaloides - del . gruﬁo del tropgno.' o
o.bj;at.o de numerosas inventlg&ciop‘éj\n‘"
'téénicud biotecnolégicas para 1

utilizande cultives de callos (Chan;,

puéé ulguhos inveatigadoréa,,nﬁirﬁ

" metabolitos ‘secundarios "comoff le 1c§191dé§ﬁ %ffeqﬁ(ergp

"pr#ﬁab}emeﬂte ﬁnrn__ap sint?i}é‘_'tﬂﬂ Vﬂgjiéoiiiprgdﬁizadoﬁr ¥
‘diféreﬁqiados en drganos, mientras :qué" otros blotechéldgoa;
suponen que ‘los- -mecaniamos genéticos que desencadenan la
‘formacién “de “los  @lcaloiden puede darse de igual manera en

tejidos desdiferenciados como los calles. (Staba, 1980)..
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4.1.2 Cultivo de Embriones Zigéticos in viiro

El- cui;iVo de embriones zig6ticos vegetales ip vitro es una .

£écnicn que se ha venido desarrollando a lo largo del presente

g ulglo nl Lniclo del cual Hiénnig, 1904, (cltado por Collins, 1984

1986' Monier, 1978.) fue el primer investigador que intenté

’cultivur embrlones vegeliales Ln _lggg él tuvo éxito en cansegir

vel desurrollo de embriones de 2 milimetros de longitud “Hiinnig

l:utilizb doa egpecies de la fnmilxa Brasicacea Egghgngg 8p.. - ¥
. Gocchlcaris sp. '
Algunas dq las uporCaciunes de Hdnnlg é"ln- técnica de
s cultive .de  ‘embriones cpptinuon “siendo v4lidas hoy- dia. EL
enfatizé 1la ‘importancia de utilizar altas concentraciones de
sacarcosa parse prevenir la germinscién precoz de los embriones, El1
conocimiento de eate hecho es de gran tracendencia, pues este es
_hno dé los aspectos que fundamentalmente se deben considerar en
la  formulacién del medio de cultive para embriones inmadures.

: Siingi. ‘1907, {citado por La Rue, 1938) separé embriones de

ﬁlverson cereales de su propio endespermo y los transfirid y

cultivé en el endospermo de otras especies de cereales, encontré
L,que el endosparmo de Sgcaje sp. resulta cejor para ‘el crecimianto
de  embriones de Tritigum ap. que su propio endospermo.- .Los
embriones de Hordeum sp. crecieron mejor en el endospermo de
Triticum ap. que en el de su misma especie.

Este trabajo experimental represents up fundamento tedrico
muy ilmportante para la técnice de cultive de embriones, ya que
demuestra que el embrién para su germinacibén no requiere
espacificamente de algin endospermo de sy misma especie., El

¢onociciento de este hecho wmotivs numeroass especulaciones sobre
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81 el éndcsperno de una semilla podfa ser sustituido por algin
medio de cultive que permitiera el desarrollo y germinacién de
los embriones.

Knudson (1922) demostré que ias semlllas de orquideas pueden
ger. germinadas sin la presencia de microorganismoes =simbidticos
haciendolos crecer cn un medio nutritivo de agar que contenia

“gacarosa, ' en ' la ausencia del carbohidrato, las semilllas no
'consigiéron desarrollarse mds alld del estade de protocormo.
. Lai semitlas de orquidean  representan un interés muy
'bnrplculdr va que contienan embrivnes morfolégicamente
Vindiférenclidoa que ™ corresponden al estade globular de las
dicotileddneasn, no presentan tejidos de almacenamiente o
endospermo algunoe que puede lnterferir con estudios de los
requerimentoa nutricionales. Y las cubiertas de la asemilla se
reduce "a una estructura membranosa, por esas razenes el ¢dvule
fertilizado. . de _una: orquidea e¢s considerada como un cmbrién en
cultive (Raghavan 'y Torrey, 1964, citados por Raghavan, 1877.),
Otro anpeé;o‘ iptereapnte de la germinaclién asimbidtica de

' senillas’ de” quuid?aa es un método que permite superar la

tuf§11 ﬂet éains'semlllas que les impuests por el
u:a&?;;éptguai gntgfio<que presentan, (Knudson, 1922).

: ‘?EligﬁiéAVogéainbiético de las senillas dec las orquideas tiene
,;nwsﬁgéﬁﬂ” importunciu tedrica por los aspectos sefialadon
“;nteriormente, sin embargo, estos conocimientos se han aplica&o
“con ;rcpésipns pricticos de gran Importancis econémica, pues lia
pr;phgnc{én comercial de orquideas a traves de la aplicacidén de

estos mécodos ha alcanzado un desarrollo sin paralelo.
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Los factores que controlan el'cr?éfﬁientb de'los_lembfiones de .-

oaquideas en cultivo ha sido extensamente revisados por Arditti

(1967},

Dietrich, 1924, (citado por La Rue, 19368) intenté cultivsr

enbriones de angiospermas més pequeflos gue los empleados por:

Hénnigd en 1804 sin tener éxito, s8in ewmbardo, probd gque las
complicadas formulaciones que Hiénnig utilizé pueden ser
remplazadas por otras mé&s sencillas '

Otro investigador ge realizé importantes centribucionas fue
Tukey {Yeung, 1981}, quien reporté haber desarrollados embrioncs
de ¢erezo en un medio artificial en el afio de 1933 v en 1934
publicéd sus exitosos resultadas sobre el desarrollo de embriones
de diversos frutales, Tukey wutilizé en sus investigaciones
embriones cercanos a la madurez, encontrado infructuosoc su
intento de cultiver embriones inmoduros (La Rue, 1936).

Otra contribucién notable la realizé La Rue en 1936, quien

cultivé exitoBamente embriones de una amplia gama de egpecies -

vegetalee tanto dicotiledoneas como menocotiledoncas, wutilizé el
medlo de cultivo dJde White en forms sdlida para las especies
monocotiledoneas y para la mayorfa de las dicotiledoneas. Para
algunos <c¢asoB de cmbrioneas de 1as eapecies dicotiledoneas,
encontrandoe que los embriones se desarrollan de mancra 6ptima en
nedio 86lido con agar-agar al 0,75%. Le Rue utllizé extractos
naturales complejos como el extracte de levadura demostrande que
puede teper un efecto favorable en el desarrolle de los
embriones, aungue, no e8 indispoensable en el deserrollo
enbrionario.

Después de eatos trabajos pionercs quedé claro qua los
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embricnes maduros para completar su desarrollo o  germinacién
solamente requerian de una solucién nutritiva y una. fuente de
energ{a, sin embargo, los embriones inmaduroa seguian siendo
diffciles de hacer c¢recer, Fue Honnlier en 1878 quien senté laa
bases fisiolégicas del cultivo de embriones inmaduros.

La notable contribucién de Honnler, coneiate en  haber
determinado las sucesives variaciones de los requerimentos del
embrién durante su desarrollo, ya que a lo largo de la
embriogeneals la evolucién worfolégica del embridn va acompafiada
de.una tranaformacion fislolégica. Esto lo podemos ver claramente
en ci hecho de que & lo largo de su ontogenia el embrién cambia
progresivamente de una etapa heterétrofa & otra etapa en la que
esg fisiolégica y nutricionalmente independiente del tejido
materno {autétrofa). Estos cambios se sucedan paralelamente a
cambios morfolégicos importantes como son: la deseaparicién del
suspensor que es la conexidn vascular del embridén con el tejido
materno que eata presente en las formas: globular, acorazonada,
torpedo inicial; nmientras gue en lae formas de torpedo maduro y
cot.irledonarin el Buspensor ha desaparecido y as{ el embridn
'”alti:;l'nrzlrl . una etapa independiente del tejlido materno, el
éenocimiento de estos tres eventos nog permite suponer que para
el cultivo de embricnes los que se encuentran en etapas maduras
requieren de medios nutritivos menos complejos que los embriones
inmaduros.

Loa embricnes en cultivo in vitro requieren de medificacionea
constantes en la concentracidén de sales minerales, aminoécidos y

gacarosa. Por ejemplo, los embricnea inmaduros requieren de



uitnu concentraclones de sacarosa la cual debe decrecer
grgdualmente conforme el desarrollo embrionario se lleva a cabo.
Estog ‘gltos requerimentos de sacarosa de los embriones inmaduros
deben  ser proporcionados a fin de reproducir jin vjtro las
condiciones intraovulares en 1lae que oacurre el desarrollle
embrionario, la ontogenia vegetal se realiza en un medio con una
presién oamética variable o lo large del proceso, en las primera
etapas existe wuna presidn osmética anormalmente alta, se ha
encontrado en el endospermo que rodeaba a embriones en estado
acorazonado de Goasypium hirsutum presiones osméticas de haasta 10
atmosferas (Kerrand and Anderson, 1944, citado por Hu, 1886).
Esto se debe probablemente a la aferencia de fotosintatos
demandados para la formacién del endespermo, 4que en un principio
se encuentran en unidades de monosacdridos y de esata manera
presentan una mayor osmolaridad, pero a medida quec el proceso de
la formacion de 1la =semilla avanza los monosacdrides son
progresivamente polimerizedos en cadenas de almiddn los cuales
de esta manera ejercen una menor presién osmética de ahf que para
el cultivo jin vitro de embrioncs de diverso estado de desarrollo
pedemos hacer las siguientes generalizaciones:

1) los embriones més inmadurca requieren de un medic de
cultivo wmwfAs complejo s mnenudo suplementado con diferentes
combinaciones de vitaminag, amingdcidos y en algunos cados
requieren de extractos complejos de endospermo como el agua de
coco. asi como de concentraciones de sacarosa notablemente altas
(12%) (Meonnier, 1978).

2) la elevada presidén oumétieca no debe ser necesariamente

proporcionada por altas concentraciones de sacarosa, Tambien
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puede utiliznrne _qni oaméticn como’ el manitol que es un

carbohidrnto flsiol&gicnmente inarte. nunque otroa investigadores

crecimiento

1 ccmo téxico para el
¥,

relativanente maduros puden

Hientrns

hncerue crecer en-un E nutrttivo con - sales  inorgédnicas

suplementadas fuente ' enargética como 1a

19817,

- BACATOBA: (Yeung,

ntrac ones’ de sacarosn"no' solo trutan de

as altn cg

rcproducir en cultivo las condiclonca anraovularea sino _qne

1mp1den ’:la : germinachn precoz de‘ log‘ embrlones ,'qué sa’

desarrollurian __qgmo_ pequeﬁnpr plﬁntulpg _déb;lesrrgﬁ vez de
_compleLnr su:deanrruilo emhrloﬁnrio_norﬁnl {Hu,” 1988; .Monnier.
_1973v'Co111ns 1984},
Estns “continlas ' variaciones en los ;equerimentos de les
embriones mbtlvurin.que para ser cultivados jn vitro se hicieran
Ltransfergncins’ periddicas y secuenciales de los embriones de un
’.;ﬁédié fdé{'cﬁltlvo a Stro que tubiera una composicién apropiada
fars_cudgfgs;ado_embrionnrlo. Monnier disefid un dispositivo que
'ééegurﬁ una variaclén contfnus en la composicién del medic con el

bnsu del tiempo, dos medios de cultivo de diferente composicién

7_son culocadoaren yuxtnpoalcion eén una caja de petri. Uno de los
dos medios es servido alrededor de un objeto cilindrico de vidric
_en'el Een}ro'de is caja de petri , despues de que el primer medio
Hsé ha};;'aoiidifiéadb. El objeto del centro esn removido,

resultnndo un: orxfﬁcio central, Un segundc medio de diferente

ccmposiclén éa. servido dentro de ente huecoe central. Loa
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7‘embrlonen aialadon 80 cultivndu

: resultndo de ia dituaién de

el embrlén eata -sujeto

) utlzacidn
embricnea de ggggglg sp.A en estado globularﬂ(SO micras

'mndurez sln interrupci&n alguna. (Hunniqr[_

Hequerinantan Nutriciunalea de lon E-brionaa en Cultivo jn xi&xg'
- Carbohidratos. )

“"La nejor'fuéﬁte'dc énérgln para las embrigﬁds:e; ‘cultive  es’
“‘ain” duda alguna la sacarosa.. Muches autores ha ' demostrade la
’supgrioridad de la sacaresa comparada con otros ‘azuicares, parih
conseguir el crecimiento y desarrollo-de los embriones en cultive

" . in vitro (Hg et al.; 1879, cifado por Hu,  19886; colline. 1684

Monnier, 1978, ' '
iE.].:.ranéo de sacarasa emplpAdo es variable de acuerdo al nivel
de desarrolleo embricnario ae que se.trute, esta puede variar
deade el 3X para embricnes maduros hasta el 12.5X para enbrionea
eh hiveles de desnrroi]o muy temprapos (Collins, 1984).
o - T "Medio de Cultivo. : )
Los. medios de White (1963), Murashige y Skoog (1962) 'y .el
disefiado por Gamborg y denominado BS (GamEorg et al 1968.) son
los medios d:icultivo mAs gencralmente empleados, loas cuales
frecuentemente  se emplean con pequeflas wmodificaciones, sin
3 e@hargo.~ la ‘generalidad dc_ los investigadores adoptan la
forﬁulAcidn original de alguno de esos medios (Hu, 1986). Monnier

{19878} sefinlé que  los embriones en cultivo son muy sensibles a
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‘las soluciones emplendna ¥ que en recnmendable realizar ajuntea y

Vmodificacionca empiricns para: diseﬂnr un’ medio da cultivo Ique

- promueva"un crecl-iento embr1onﬂrlo con . un minimo de Loxicldad ya’

J'quey frecuentemente' 1qs soluciones mineralea quc ‘promueven 'éi,

'Lnducir

ionar el ‘ritrégenc a los embriones .en
1fereﬁtés; "&a ﬁeé ‘que se proporcione en

inorgﬁn{ca.' ln forma mis frecuente es de maners

cual’ puede ser a manera de nitrato o bien de

.que . Be u.iliznn mhs frecucntemente en el

 cu1tLvo‘ emhriones como fuente de nitrégeno inorgénico. saon
LN NO v KNO .

403

“Muy.: frecuentemente el amonio results mds benéfico - para el
desarrrollo ‘emhrionntlo- Lag siguientes cspéciea ¥ 5ru§os de

plantas han mosatrado tener un mejor desnrro}lo con la utilizacién

de amonio.

Capsella sp. Umbeck y Norstog. 1979.,7

Orquideas Rnghavnn Y Torrey. 196@{

patura Mataubare, 1964+ (Hﬁ. 1986).

El uso del nitrato resulté especinlmente benéfico puru ,1us

siguientes especies y grupos de plantas." jf

or tE] Mitra y ﬁattﬁ. 1951.
Brasicaceae Rijven, 1958. ' : .
(Cruciferae) : BRI ~{Ha, 1986)

6xicns pars ‘el crecimiento de lqs ‘embrlonen,’

_pitgdor
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. efectiva' pu:a

de una eapecle a

ﬁitrdgené '5 diferentes
aféctkdéa por ln mpdureg dei embrién y

_cultivo’ (Collins, 1984).

. L H;suladorou del Crecimiento.-.
xhég{ embriénea ‘en cultivo deben ser ,cansiﬂerqdoﬁl cemo 'uhh
.vplngég"intngrn‘:éon - todos sus centros de afntes{s}jde hormonus
 end6genns ‘ por lo que para su desarrollo,né eéT:necésnrio la

udici@n ‘de sustancias hormonales, ya. que al ngraﬁnr estas
’Qustanqiua se inducen modificaciones en el patrén ontogenético de
“Yos ‘embriones (Monnier, 1578; Ha, 1986; Collins, 1384).

El cultivo de embrionez en un medio suplementado con Kinetina
suprime el creciriento radicular y una expansién precoz de las
hojas (Monnier, 1976, citado por Monnier 1978 ), mientras gque las
giberelinas producen pldntulas excesivamente ulargadas y delgadns
{Veen, 1961, citado por Monnier, 197B). Sin embargo. existen

casos reportados en los gue la adicién de hormonas han facilitado

embrlones en.

ien midas. De las

42



el cultivo ‘de émbrlnnes. - Larnue,"(iQJS) encontré que . bajag
: concentraciones de écido. indolécetice (IAA 0.05mg\1} ‘son ﬂtiles
en el cultlvn ‘'de embriones de varias eapecies. Raghavan y Tarrey., E

1963 ~citados. por Collins, 1984 demostraron que "‘las ,(thns.

'jcoﬁcentraclones de IAA ayudaron al desarrolio de embrioﬁes

globulares de Capsells. Phillipa, 1981 (citado por Collins

£1884)

encontré que moderados niveles de auxina cdn béjorﬁlyg
citocinina ayudaban al crecimiento y sobrevlvenciu der
acorazonados de hibridos interespecificos de Igﬁtglium ap.
Cuando se cultivan embriones muy inmaduros, el 6c£qo nb;f;iES“é
suplemcntade al medio de cultive evita la’gehminucléh';}écéév ;éf{
los embriones (Hu, 1986}, Kdéﬁiﬁrde que estisula el crecimiento
embrionario, el dcido ﬂb;!sico se encuentra normalmente presenﬁe
en el quuido 1ntrnoVu1nr preauntamente para: suprimir 1a
germinacidn4‘précbz y mantener el desarrollo embrionaric .en sg
curso ontogenético normnl (King, 1976; Hau, 1978. citados por Hu,

-1888. )

A causa de ln nnturulezn Juvenll del tejido enbrionario,y'loql
embpipnen:preaentnp un algo potencial morfogenético, por 1o‘lqug
resultan ; una’ excelente  fuente de explantes para.  la :

m@icropéopongﬁcién'éféngi;hasiva“est;'es sspecialnents clerto para
conitera# Yy grantheaé. bar lo que los embriones cultivados con
;ste propﬁsigo son suplementados con anltaas concentraciones de
citocinina {(Aitken, 1984; Hu, 1986).

: Vitaminas.

Aunque las vitaminag no han demostrado ser esenciales para el
cultivo exitogo de embriones, las vitaminas comunmente

adicionadas . son: Biotina, Tiamina, Acido Pantoténico, Acido
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) ‘Aécérbibo. Inonitol y Piridoxina.

: T caue!na Aidreolizada.

: fﬁn£a  é@bsiancia*hn demostrade ®er efectiva en ‘promover el
5deéérr;11ojrén$rionnrio s aunque pueden proveer los aminodcidos
LndlApeﬁgnGIES puede . también afectar la oamolarld;d del medio

‘- (Ziebur et al, 1950; Inomata, 1978b, cltados por Collins.1984),
Laa Aplicaciones Pricticas del Gultivo de Embriones.

: El ‘cultivo jp vitro de embriones cuenta actualmente con  una

: ?dmplia -Bahhidewapiicncionén, sin embarge las més trascendentes

. son:

-Eli Reécute de Embrionea de Cruzas Intergenéricas e

1

2.-) Superar la Dormancis y la Esterilidad de las Semillna. X

1'3.—) .Hicropropngncion Clonal.
Reacate.de Embriones Hibridos Interespecf{ficos. e Interseﬁérlcon.

Aﬁtuulmentc es un hecho demostrade que los embriones hib;idos
“inviables tienen el potencial para iniciar el desarrollo y llegar
convertirse en plantas maduras, pero en condiciones nsturales el
embrién esta impedide para alcanzar su tamsiio adulto con una
diferenciacién normal. La fertilizaclén ¥y lee primeros eventos
Véel desarrollc embrionario ocurren de una mansra aparentemente
ﬁormal, pero las irregularidades posterioren conducen
inevitablemente al aborto embrionario. La formacién del
endospermo precede y sostiene nutriclonalmente al embridn en

desarrollo, por la que la malformacién del endospermo

lntEPeaperificus. . .”,,'V:
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frecuentemente reaultn : ser ln causa principal del aborto
embrionnrlo (Collins, 1984)
inﬁten otrua cuusas de aborto cmbrionario como la tormacién

'de,vpumorcn ‘intraqyulnreg que‘impidcn el desarrollo del embrién

1984; Satina, 1850 ) El

vo anéptico de cstoa embriones en un medio
adecuado ‘frecuentemente permite asuperar
4oét(1gbiicns, de esta manera es como esta técnica
para conseguir hibrides interespecificos de

d divé}ééa familias, entre los ejemplos més

'nétuBlca podémos “‘gcncionnr a8 las cruzas interespacificas

;‘realizndns en especies de interes agronémico las cusles permiten

“reunir en’ un soloc indivlduo las caracteristicas deseables de dos
c;paéics -o: géneros dlfarentus. ademas de representar para el
fitogehﬁg{éla unu fuence mds amplia para inducir variabilidad
geBéﬂicn pués'con estaitécnica es porible transferir genes de
una eupeéic a” otra 'y adn de un géncro & otra ya que estas

espacies puedén ser utilizadas como puente génetico ‘entre las

enpecles . paternus hibridizadas ai se retrocruzan. con estos

hibrldOS.
Dg‘ lo anteriormente expuesto se puedc deduch clarumente que

la més ‘espectacular de las aplicaciones pricticas de las técnicns

de del cultive  de embriones ip vitro es la de” superar la

inviabilidad de ewmbriones hibridos.
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El Cultivo de Embriones Para Superar la Dormancia de la Semillas.

Lae memillas de muchas especies nuesatran una incapacidad para
germinar, inclusive bajo condiciones éptimas de huﬁedad, 6x§ﬁeno
¥ temperatura, a este fenomeno se le denomina dofnuncia N la cual
puede ser ocasionada por diversos factores que actﬂ&n noioa 6 en

combinacién. La superacién de eata condlclén no sucederé &8 menos

que se proporcione el - tratamiento’ ndecundo,- ﬂuhnA solucxén'

alternativa a este problema consiste en alslnr estos'embriﬁnea Yy

cultivarlos 19 vites.

Lou' faanresv més ' comunes: quecusan-la’ dormancia’ en - las.

aenillns aon.;’
1.-) ) cublerta Imparmenble a) ul ongena. b) al agua.
il.—} Reaxstenc}a Hecgnica a'la’ Expansien del Enbrién.

Lidin-) Embrién nudimentnrioi

ve-} Inhibidorcs Endégenos-’
v.-} Almacen&mlento ¢n Seco.‘

vi.~} Baja Temhernturn,

artman,

ha sido npllcndo' pura fsupe?ar la

dormancia: producid‘ En la tabln ‘NQ3, se:

"‘mugstrnn lna dite tes enpecies vegetalcs enlas’ cuulee el uso

de’éztd;técnic‘vhn yermitido al dessrrollo cmhrlonnr1o.

‘1088)
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Factor Causante
de la Dormancia.

Especie
Utilicada,

Referencia.

Inhibidores
Endédenas.

Lusg.

Baja Temperaura.

Almacenamiento en
Secoa.

Embrién
Rudimentario.

Iris sp.

Elaein
ujneengis

Lactuca

sativa

Citrullus
colocynthis

Phacelia

tenacetifolia
Nemophila
insignje

Varias,

Avena fatua

Orguideas.

Randolph ¥ cox,

Rabéchault, 18967

Ikuma y Thimann,

Koller atal.,1963
Chen, 1970.
Chen, 1868,
Stokes, 19685,

Simpsaon, 1965,

Knudson, 1922.

1946

1863

Tabla N2 3

de de cultive jn vitro para superar la dormancia impuesta a

semillas por diversas causas (Tomado de:

1977 ).

Collins, 1984:

Diferentes especies donde se ha utilieado la técnica

las

Raghavan,
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Micropropagacién Clonal.

magiva e8 una de lag

tejidos vegetalen. La propagacién clonal haﬁi?n
conseguida por algunoc de los siguientes métodos: :: -
a) Liberacién de las Yemas Axilares de la Dominancia®Apical

b) Generacién de Brotes Adventiclos.

¢} Embriogénesis Somdtica.

Los brotea:gdventicion pueden ser inducidos en su formacién a
partir de tejidos en loe cuales normalmente nc se producen esos
érgancs. Este procedimiente es muche m&s comun que l;
embriogénesis somdtica y tiene mucho mAs potencial para la
propagacién clonal que la utilizacién de yemas axilares., Una vez

generados estos brotes adventicios pueden ser individualizados y

enraizados o bien ser utilizados como explante para generar mis

brotes adventiciaa,

Los embriones cigétices resultan un excelente material para

la propagacién clonal in vitro debidoe a gque la utilizacién de.

edtos repreuenta para el investigador numerosas ventajas por  las'.

siguientes razones:

i) El material con las caracteristicas més JuvenileaAprenenta

una mds fhcil morfogénesis in vitro (Thorpe, 1984). esta
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capacidad de regeneracién se ha visto disminuida en tejidoa nés

diferenciados comc en el caso de las Gramineas donde adn las-

pléntulas reclentemente germinadas han perdido su
capacidad morfogenética, {Hu, 1986).

i1) La cubierta de las semillas puede téclilmente tolerar
severoa tratamientos de esterilizacién superficial.

11i) El tejido dentro del dvulo es completamente éateril
pudiendc ser removido asépticamente del dvulo y ser cultivado .jin
vitro {(Colins,1984).

iv) El embrién rigético es frecuentemente usado como fuente
de brotes adventicios en 1la propagnciéﬁ clonal de diversas
plantas principalnu;te en la clonacién de gimncaspermas {Aitken,
1984)

iv) El embrién zigético ewtd ccnatituido por tejido
parenquimético con bajo nivel de diferenciacién, el cual es
suceptible de ser dirigido hormonalmente en Bu morfogénesis a
voluntad, wutilizando diferentes concentraciones y proporciones

relativas de auxina y citocinina (Skoog y Miller, 1957).

Otros Aspectos Aplicados del Cultivo de Enbriones Zigéticons.

Las técnicas del cultivo de embriones zigéticos han sido
snpleadas para aclarar problemns fundamentalesn de 1la
epbrjogenesis, sin embargo la creciente sofisticacién de los
métodos de cultive de enmbriones ha hecho posaible que su
utilizacisn se extienda a otras aplicaciones ademds de las antesn
mencionadas. Actualmente estas técnicas han sido aplicadas en 72

g&neros vegetales diferentes (Pierik, 1979 citado por Hu, 19886).
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A continuacién se presenta una lista de géneros

an. los cuales

" utilizadoes

el

exitogsanents para

cultive de embriones =zigético

superar problemas

raproductivos y de crecimiento,

¥ e8pecies
8 he atdo

en procesos

ESPECIE PROPOSITO DEL CULTIVO REFERENCIA
DE EMBRIONES.
Zea mays Determinar la Calidad Mukerji, 1951
de 1la Semilla.
Ccattleva Germinacién asimbiética Knudson, 1922
Llaelin
Colocasia Superar la Autoesterilidad. Abraham y
sculentum Ramachandran.
{19601,
Irjis sp. Acelerar la Germinacién. Randolph y Cox
{1943},
Phaseolus Estudio de la Relacién Padmanabhan,
vulgaris. Parésito~-Hospaedero. (1967).
Prunus Superar la Baja Viabilidad de Tukey {1933).
aviug las Semillas.
iordeum sp. Seleccién de Mutantes con Alto| Landa, (1980).
Contenide de Aminodcidos
Eapec{ficos.
Cusuta Germinacidén de Semillas de Maheswari y
reflexa. Pardsitos Obligados. Baldev, (1961}
Tabla N2 4. Aspectos aplicados de las técnicas del cultivo de

embriones zigdéticos.

(Raghavan,1977; Collins, 1984).
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'4*§.1‘3}Vcﬁ1§£v§ é  Embrionss 2igéticos del Género Datura.

rabajc plonero de Van Overbeek {1941) hizé apartaciones

téc(icns ‘de cultivo de embriones =zigéticos jip
ei deaarrollo de embriones de Datura en un
ulttvo artlflclal desde un nivel de desarrolle muy
v D .3 hn: de largo} hasta canseguir plantas

l‘trabajo de.Van Overbeek existieron numerosos

'rep tes de investxgacioncs sobre el cultivo de embriones maduros

- autocldvear:”

: coitledonea

-,1axsladca R E desnrrullados in vitro, 'sin embnrgo, no habfan _sido

‘reportados Jé' flé: literatura cultivos exitosos de eumbriones
inmnduros in i&[g LA inovacién de Van Overbeek consiastis en

;aupXemehtar “su medio’ ‘de cultivo con agua de coco con ¥y sin

s losvl'emhiiones cultivadoa en medxo de cultivo sin agua de

cdbo desnrrollnron hipncétilo epicétilo sin crecimiento  de  los

y del

hajas primarias se desarrollaron de un -large

1Jque fueron trunnferidos a un medin de cultivo sin mgua de coco ya

k,quéx probablemente falgun inhibidor del enraizamiento-. de t;pn

" manera, los ‘‘embriones muy inmaduros son ipcapaces de sintetizar

'ﬂdk(nigo‘ ;ermaestuble estubiera presente.

" Van: Oyérbeek. interpreté. estos resultados de la niguiénte

_Qus propios factores de crecimiento. En experimentos posteriores

. Blakeslee, ' (1944) demostrd que el extracto de malta al 3% podia

" Los. " emhrlunes culleados en el medio adicicnade con el agus -

.cotiledoﬁéﬁ. 1a radfcula fio se ‘désdrréllé” hasta”
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reenplazar exitcsamente el agua de coco en  todos los cultivos de
Venﬁrioneﬂ de ‘Datura. ¢) Efecte de 1oz aminofcidos en los
embriones cultivados. Sander y Burkholder ( 1948, citado por
ﬂietsena, 1959} encontraron que los embriones de Datura inoxia y
Datura atramonjum se desarrollaban bien tanto en un medioc de
cultive adicionado con una mezcle de aminodcidos como en wmedios

de cultive auplementados con casef{na hidrolizada o extracto de

malta pero no fueron capaces de identificar un aminodcido en

particular como el agente promotor del crecimiento embrionario ya..

que -uno 8olo no pude sustituir a la 'mezcla compleja: de

aminodcides,

Unn ver ?que los trabajos de Van Oberbeek’ permltieron el™

‘dnsarrrollo de enbriones in-aduron eh: cult'

inveat&gadores empezaron a darle a estos conocinientoa‘

apilcncion préctica, asi que el siguiente pnao fue lu‘utilizacidﬁl

“dé las “técnicas de cultive fn vitro- pnrn rencatur nmbrloncs
hibridos interespecificos de varios géneros, El" cannegir hibridos
interespecificos del género Datura constituyé un reto para ngchos
investigadorea, una vez que tuvieron disponibles las herrAmientas
del cultivo de embriones y de el "factor . embrienario", lo que
permitié rescatar enbriones de hibridaciones tanto an crucas que
presentan solamente barreras postcigéticas {cruzas “compatibles)
como cruzas en las gque existen impedimentos precigéticos y
postcigoticos (cruzas incompatiblea). Blakealee (1944) obtuve
lag primeras “plantas aula" del género patura desarrollande
hibrides interespecificos y disectando csog embricnes inmsduros
una vez que superaron el estado de proembrién y cultivandolios en

un medio artificial adicionado con el ™ facter embrionario”, lo
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: eli'dgnérrrollo de esos embrioneas, Blakeslee
'extractqyde.mnlﬁq puede reemplazar exitosamente a

ﬁiliigdn.por Van Overbeck 8i es eaterilizado

opor: filtraciénien vez de esterilizarlo con calor. Blakeslae

. rééli -5 enso trabajo hibridizando las dicz especies

conoéldaﬁ"dél género Datura, Aungue, no conaigié

—p;;‘gg:giggnulg con las otras eapecies de Datura lo

cuAlr nprraebe sorﬁrendcr considerando las grandes diferencias
1‘ﬁ§pfo;6gigas de D. gcerstocaula respecto 8 todas las demds
. eapecies de Datura.

- Mo Lean, {1946)tiiliz6 la diseccién y cultivo de embriones
para Bsuperar las barreras postcigéticas que I{mpedian estas
hibridaciones interespecfficas que parecfan imposibles de
lograrse, Mc Lean realizé 18 hibridaciones entre D. gcerntocauls ¥y
otras nueve especies de Datura obteniendo en 12 de estas 19
combinaciones embriones disectables que fueron cultivados y
desarrollados jn vitro hasta su madurez. La hibridacidén de todas
las especies de Datura con D. geratocsula resultan incompatibles
8l se realizan cruzas D. sp X . geratorayla como especie materna
excepto la cruza P. geratocaula (hembra) X D. metel (mache) en
las que resultaron embriones suceptibles de ser disectades ¥y
cultivador hasta la madurez. En lag hibridacicnee Datura
geratocaula (hembra) X D. discoler imachn) y R. cervatocaula
{hembra}) X D. inoxia {macho) se obtuvieron embriones gue fuoron
disectados ¥y cultivados y aungue crecieron no alcanzaron la
madurez. Por otro lado en las cruzaa corpatiblea de D. sp. X @ .

Qc n como especic paterna ai hay formacién de emprionan
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hfbridos disectablea en cada una de las 9 cruzas interespecificas
poBibles y que alcanzaron la madurez al ser cultivados jpn vitre.

Sanders {1950) realizé un andlisis comparativo del
crecimiento de embriones cultivados in vitro entra los embriones
provenientes de é&évulos autopolinizados y embriones hibridos
interespecificos compatibles entre las especies D. gtramopium, ¥y
D. discolor, ¥ laos cruzas incompatibles [. inoxis X D. metel,
D. gdiscolor X D. stramopium, R. inexia X D. discoler, D. inoxia
X R. stramoniunm y D. metel X D. inoxia.

Los embriones fueron desarrollados en un medio de cultivo
con tres concentraciones de sacarosa, con y sin 0.5%X de extracto
de malta. Los embriones autopolinizados fueron disectados en
estadfc de corazén (0.2 mn. de largo). Como resultado de esta
comparacién del crecimiento de los embriones hibridos
interespecificos con los embriones de dvulos autopolinizados de
lag especies parentales Sanders (1950) encontré que para las
series de experimentos suplementados con los compuestos orgénicos
mostraron un comportamiento en au crecimiento que se mostré
intermedio entre le especies parentales u ocasionalmente
parecidos a una u otra de Bus especies parentales y los hibridos

reciprocon fueron ususlmente similares.
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4.0 OBJETIVOS.

-El género Datura es un edemplo.reprelentntivn de la gran
diversidad vegetal mexicana, ya \ue nuestro pais eg considerado
un centro de orfigen y diversificacién del género, pues de los
once tAxus conocidas de Datura que crecen en México, 10 'de
ellos  seg reconocen como hativoa de nuestre pafs (Bye, '1989),

"ademéds de que existen varias especies Mexicenas endémicas,
Esta gran diversidad genética del género PDatura Aunadn 4 ,;“*

.- gran potencialidad de generar asatiafactores de naturaleza

farmacolégica Jjustifica plenamente que se despliegen amplios’

recursos que nos permitan optimizar el aprovechamiento de _este
- e - -

valioso recursoc genético Mexicano.

En particular, los objetivoa de la preasente investigacién

fueron:

1.) Aplicar 1las técnicas de cultivo de tejidos vegetales a
Davura stiramonjum que conatituye un gran recurso genético
potencial de interés farmacolégico.

2.} Conocer la respucsta morfogenética de onbriones cigéticos

de Patura gtramonjum inducida por el efecto de diferentes
concentraciones, proporcjones relativas y combinacicnes de dos
diferentes auxinas con dos citocininas.
3.) Determinar los reguladores de crecimiento as{ como los
mejores tratamientos s los cuales existe una &éptima respueata
morfogenédtica suceptible de ser empleada para manipulaciones
biotecnolégicas posteriores en eventos de refgeneraclidén vegetal
para la clonacién y propagacién masiva de individuos é&lite
altamente productures de alcaloides

4.) Proponer un modelo de micropropagacién para Datura stramonjym.
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6.0 MATERIALES Y METQDOS,

5.1 Material Biolégtico.

Para la realizacién de 1la presente investigacién:-' ae

utilizaron =semillas de Datura stramonium obtenidas de ,c&épulaﬁ;,

maduras  de plantas que crecian en el campus universitario: del
Pedregal de San Angel. La colecta ge realizé en octubre.de 1888,
de los invididuos colectados Be conservan eJenpiares
herborizados depositados en el Labotatorio de cultivo de tejidos
vegetales del Jardin Boténico de la U.N,AM,

Las ventajas de la utilizacién de Datura stramonium para
experimentoca qQue involucran eventos de reproduccién, polinizacidn
y fecundacidén son varias y muy importantes entre las que podemos
enumerar las siguientes:

Datura stramonium €8 una especie autégama que puede ser
considerada como une linea pura, que por su endogamia repetida le
ha ocasionado un alto grado de homocigocidad. las especies de
Datyra generan un alto nimero de semillas, lo cual permitic
reglizar la presente investigacién con semillas de varies frutos,
todos ellos procedentes de la misms planta,

Los dos hechos mencionados anteriormente, representan para
una investigacién como esta, una gran importancia pnes con estos
se reduce la variabilidad genética intrinsecs de los organismos,

Loa explantes utilizados para este estudio fueron embriones
zigéticos maduros aislados de sus cubiertas seminales ¥y

desprovistos de su endosperme. El ocbjetc de utilizar embriones
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maduros tiene des importantes ventajas: Los embriones maduros se

encuentran en un estado autétrofo donde es !isiol&gicn b4

nutricionalmente independiente del tejido maternc, los embriones

maduroe tienen la capacidad de sintetizar sus propics facteores de

desarrolle mientras que los més inmaduros no lo son (Van

Overbeek, 1841 ), ademds de que invariablemente los embriones muy

inmaduros requieren de extensos refinamientos en la formulacién

del medio  de culti#o. los cuales deben de mer enpiricamente

deterhinadog,- lo que hace evidente gue el aspecto mds importante

del - cultive ‘de embriones inmaduros es la definicién del medio

de ‘?ulﬂivofnecaséria para sustentar el crecimiento y desarrollo

'defblpémybmbbianes (Collins, 1984). Otros autores cuando 3se
ke?{érén' ur la aifjcil sobrevivencia de embriones muy inmaduros

cultivados ipn vitro. atribuyen su impoaibilidad de desarrecllarse

en cultivo a otras causas entre las que podemos mencionar:

) El medio no contiene los elementes indispensables pars la
--gobrevivencia del embrién, o bien, porgque la separacién de el
embrién del tejido materno causa una lesién, al nivel del

suspensor al cual las células embrionarias no pueden sobrevivir,

ni a la repentina penetracién del medio de cultivo a traves de

1a herida (Monnier, 1978), Esta hipdtesis se ha visto confirmada

de una “manera ‘indirecta al’ cultivar “~‘exitoasamente embriones

globulares incluides en el évulo en cuyo caso el suspensor

permanece intacto., {(Monnier, 1984).

La otra gran ventaja consiste en que todos les embricnes

de una céapsula madura han alcanzado su temaflo pdximo y éste es
homogéneo, reduciéndose con esto las variaciones en la respuesta

de lom embriones en cultivo debido a la diversidad de su tamafio,
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¥a que los embriones inmaduros dentro de las gemillas de ln_mi;mn
cApsula pueden variar los niveles de desarrollo, ‘'lo cual sugiere
que exiate competencia nutricionhal entre lo;' édvulos’ en
desarrollo. Examinande la distribucién de' los nivelas de
degparrolleo embrionaric dentro de una cédpsula podria determinarse
cuales de la semillas se encuentran en mejor disponibilidad de
recibir el aporte nutricional. Son muy notables las diferencias
?n la condicién i vigor de talem embriones cuando sonm  cultlivados

in vitro, {(Sanders, 1948)
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5. 1.1 Enteriltzucion ¥ Dileccién de - los Bxplantel.‘

Séaio (ha0c1) f

Hipoclurito de se

de

olu ién

Cslcio

nnerciul "Clornlex con 6% de cloro activo.
AEL procedimiento deserito anteriormente aunque reﬁglgg;"-

::lé‘ esterlllzacién superficial de 'gemillas,. .né .0

tcsulté suffblente para lograr una adecuada desinfeutucién{ _yaf

gﬁé, Be preaenté una contaminacién geberalizada por lo que. se
introduJeron variaciones en la concentracidn de Hipoclorito an
‘ﬁSodio. Las dosis empleadas fueron: 20%, 25% y 30% (v/v).L :
‘ ‘De - 1a misma manera se incrementd el tiempo de exposicién al: :
i Hipoclorito de Sodio, los periodos de tiempo fueron : ’lh;iéd.‘i'“ b
25 minutos en agitacion constante, : E
~Aldn despues de incrementar la concentracién de Hipuélorjéo de
- =-S0dio. 4-30% y por un.tiempo de hasta 25_ninutq§ de¥ex$p§§qi§ﬁ al.
mlnm&.' 1a contaminacién en los  cultives ‘continué siéndo
éeﬁgraliiadai por 1o que se intenté un procedimiento m&é dristicé.
: Par;; éaio se recufrié al sipuiente método de csterillzucléﬁ
suééifi@iul: 1.~} Etanol "al 70% (v/vi por 60 segundos, 2.-)

- Hipoclorito. de sodio (RaOCl) al 20 % {v/v} por 15 minutoam,  3.-}
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Inmersién: .de 18

hibos.}ﬁé un_he;ho verdaderamente notable, " ya'

de que'en todos los cases Vp:ésediéﬁhri
nismas carncteriuticus culoniales. como la forhs dé‘creélmi;ﬂta.

Ebordcn de la colunia. calor v consiscencis. esto, ahn&do bl'heéhﬁ

de que se presentarn contaminaclén despues de un trntumiento def

desinfestacién superficial - tan severo, pernite afirnarf

&cido sulfdrico (H 60 ) concentrado.
to mutariee o

njusges Bucesivos en agua deskiladgl

' disnlnuyé la contuminacién no ln”v

El ‘tipo de contnminacién que ‘si.

laa’ "

cusus 1u contaminscldn fue de natprgiezu_{n__

categéricamente que la contaminacién bucteriahn erﬁ sistéﬁicn-:‘

Por lo cual no era poslble supriwirla con ningﬁn procediniento de;

desintestacién "nuperficiul. por  muy severo que fuera-ﬁ ei¢,

tratamiento, .incluyendo = la inmersién de lan semillns en écldu

sulfirico concentradd{

" Algunos autores proponen para estos casos, . la desinfestacidn

nupérficial de loa embriones nislndoarcnn,aolucionea suavek de

~¥Hipoclorito de Sod!u (Dahmen y Mock, 197l citado pur Hu, L986).

Este procedimiento de dcaxnfestacién dLrecta del enbrién. en

términos generales, nc es necesario, & menos que las cubiertas de
las semillas se encuentren rotas, o bien cuando se conoce  con
seguridad la presencia de microorganismos que cdntnminen los
emhriones durante su diseccién (Hu, 1986),

$in embarge, dado que, el tejido embridnario es tan fragil ¥y

suceptible de ser dafiade por el hipoclorito de sodio se opté por
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implementar - otro procedimiento de desinfestacién con la
ﬁtlllzucién Vde nhtlbidticoa. para lo cual fue necesario aislar
Vlcolqhin.n-r chterianu cuyo crecimiento surgié del explante e.n
.cult‘];\:/o.r' sé‘ selecclonaron 4 cepas, que a simple vista eran
llﬁérnmg;’)te: ‘diferentes, posteriormente para la purific.aciﬁn de
'sé' ae;rabrnron loa explantes contaminades en cajas de - petri
'e{x'io,&é “Muller-Hinton _{H.H.} [BIOXON) ‘con el fin de

-pet;mit.ir'}quc‘*lnrcolon!,a se difundiera en.el medio agar-M.H. para

"c_vlinl.~'.il‘i!1chjas de.petri se incubaron a 32°C y por otro lado se
_tqqri‘t.lron:_munstras con una asa microbiolégica directamente de los
’ Thofdé's'dél explante c‘nntuminndo y se realizé una siembra estriada
. ‘én c;aJns de petri con medio agar~M.H. § fueron también incubados
‘A uﬁa teoperatura de 32°C por 24 horns en posicidn invertida
para evitar la evaporacion del medio.

Se  observé el crecimiento bacteriano en los dos casos vy se
seleccionaren las  colonias que presentdron la migmasn
caracteristicas morfoldgicas observables en el microscépio
gétéreoscépico toméndose de cuatro & cinco colonias aemejantes
con-una. asa microbiolégica previamente flameada y se inocularon 5
-&l'l-"-de-;'-caldd' nutritive (BIOXON) y se dejaron a temperatura

,gnbient'e per dos a custro horas de donde se tomaron alicuotas de

- ":l‘lr'\' l'_ulli.l'it,'rb de ecaldo nutritivo con el que se inccularon placas

: médié Aﬁ}.u'--H.H. con el prop6sito de verificar su purecza en

prsé"‘ & sus caracterfsticas de crecimiento colonial {forma del
'»fbo‘r-d‘;a‘. ,'eigvﬁpiér; de ‘ln colonja, consistencia, celoer, tamaiio.)},

"‘\‘V;ZUna“‘ive.i.' )’:urltic’ndas las cepas se llevd a cabo la Lincién de
Grnm. _r(‘ver_ apendice 2) colocando una asada de cada una de las

:iéblc;ﬁias aiéyladas Ty purificadas sobre un portaobjetos
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{esterilizado en alcohol etilico al '70% ) donde previamente ae
colocé una gota de ague esterilizada por filtracidn Hilibore
{0.45 pm. ) mezclando suavemente 1la asada con el agua,
posteriormente se dejd secar (todo esto Be realizé en Eondicioneé
asépricasr dentro de la campana de flujo laminar) después de lo

cual se procedid a remlizar la tincién de Gram, a continuacién se

observaron las colonias tefiidan bajo el micrascépio dptice con el -

objetivo de inmersién - {100x}, Este andlisis morfolégico
microucépico revelé que lan cuatro cepas seleccionadas. eran
bacilos gordos de una o dos células Gram-negativos.
Posteriormehte se repitié el procedimiento de inocular las
cepas puras en cinco mililftros de caldo nutritive (Bioxon)
incubandolos posteriormente a una temperatura de 32°C y por -un
tiempo de dos a cuatro horas., una vez transcurride el lnpso' de
fncubacién y dentro &e la campana de flujo laminar ae procedisé de
la siguiente - manera, . se realizé una siembra en estrias, pasando
varias veces un isopo de algodén cmbebido en el medio nutritive
inoculado aobré la superficie del medic agar M.H. con la
tinnlidad ‘de inocular las placas para realizar les aptibicgrmas
por medio de'ﬁisénn*comerclules Gram-negativos y Gram-positivos
(Bicclin). Yy de‘eSta manera caracterigar la sensibilidad de las
cepas .cultivadas y seleccionar el antibidtico que eliminara la

contaminacién bacterians de los cultivos,

El resultado de los antibiogramas realizado en las cepas-

obtenidas mostré el cfecto de.los antibidticos siguientes gue 'a
continuacién se muestran en la tabla N¢.5  donde.se resume su

efecto en las cepas cultivadas.
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ANTIBIOTICO EFECTO EN LAS CEPAS
CULTIVADAS.
1 Acido Nalidixilico Intermedio.
2 Amikacina, Resistente.
K] Ampicilina. Resistente
4 Carbenicilia. Resistente.
5 Cefalotina. Resistentc.
6 Cefotaxima. Resistente.
1 Cloranfanicol. Resistente.
8 Colistina. Resistente.
4 Dicloxacilina.® Resistente.
10 Eritromicina, Resistente.
11 Estreptonicina, Resistente,
12 Gientamicina. Bactericida.
13 Ranamicina. Bactericida.
14 Lincomicina. Repistente.
15 Nitrofurano. Resistente.
16 Peniwcilina. Resistente.
17 Tetraciclina, Bactericida.
18 Trimetroprim~ Reaistente.
Sulfametoxasol.
TABLA N@ §. Efecto de los diferentec antibidticos utilizados en

los antibicgramas en

La tincidn de Gram,

de las

cepags v el andlisis morfolégico al micescopio de

lay cepas cultivadas,.

juntae con las caragcteristicas coloniales

4

cepas aisladas y cultivadas, ademas de la notable semejanza en la

sensibilidad y resintencia a los mismos antibidticos nos permite

suponer que muy probablemente se trate de la nisma espéqie
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bdqteriana{ _. '

os.anitibisticos: ef&h' mejor

~ -Una Ve determinndsa

Enﬁ'pasi$1V§a<-como

negntl aa, uéﬁ_ como

Gram . .
;Gentamicina e8 uno de los: ontibiéticos que se . mantienen eatablesi
:por un mayor numero de dius {5 dias ) en el medio de cultivo a

37'6 (Shnffner 1979} esta caracterfistica hace de: la- Oentnmlcinn 

uno de los antibiéticos que hlenen,ah actividad bactericida, por

un lapso mAs prolongado que otros Antiﬁxdticoa.
. Eichholtu et al. (1979) reporta gue ¢! ugo de un antibiético

de .amplio espectro como el sulfato de Gentamicina puede llegar a

ser extremadamente Gtii para algunos sistemas de descontaminacisén

bacteriana in vitro siempre y cuando sea empleada en dosis
inferiores a las cuamles afecta la formaclién de brotes
" adventicios, Eichholts encontré que la morfogénesis en calles de

Ricotiana tabacum resultaba significativamente inhibida a

c¢oncentraciones de Gentamicina superiores a8 25 wmg/l ¥y uné

comppleta supresién de la organogénesis cuando el antibiético fue
wtilizado & una dogis de 100 mg/l.
Es un hecho conocido que varios antibiéoticos tienen efecto

hormonal en los tejideos vegetales en cultivo, tael es el caso de



las penicilinae gu ég]@aﬁe'qﬁé tiénen:uﬁ'etecco de ‘auxina en los
nbl e ﬁuede generalizar

ienuelve indiucrimlnndnnente los

: iespueatns vurlahlea

loa rnzén

antlbiétlcus.

tetrnciclina ge

para

descartaron

oh“hhyor frecuencia se ha determinado tener uh efecto

: téxicu ‘en’ las células vegetales en cultivo (Polleck, 1983) adem&aj
' dé “que ‘son dific&les de consegir comerciaslmente presentacionea

'quc:1§e puedan administrar fécilmente en los ﬁfocedim;entns de;-

'desinfestncidn bacteriana.

Por todas eatas razones  ae implementd' el r'aiguiunte,

procedlmiento de deninfer:ién superf;ci&l de ‘las seuillas'

'losj- ant1b16ticos reaulta
contam nncién b cteriuna slstéuicn. va . que los
ncuerdo L
por . la cual 1&;
péb i
ei‘

‘al ‘igual gque la kanamicina son antibiéticos  en:

l.~) E;anol 70 % {v/v) por GO uegundoa, 2.-) Hipoclorito dq:  B

j;;;iofw(rﬁaocl ) Al 20% (V/V) 15 mlnutoa enrngf;aclén const;nté;frrﬂwr T

) A:‘:Ldﬁ Sulfirice - concentrado {(H SO0 ) por .30 segundos,
4.-) Primer 'enJuaae en agua destiladaz e:téril, 6.-) s=gund§
enguagé ;n. dgua  destilads estéril, 68.-) Hidratacién de las
aemillas pnri 48 horas con sulfato de Gentamicina (20 ng/l)
eaterilizndo pnr filtracién Milipore.

- Eate .. procedimiento regulté ser el aejor de todos lou

65,



‘anteriormente enpleados, puss redujo ia -~ contaminacién

‘significativamente ya que ers generslizada (100%) a solo 7 de.

cada 100 {7%) unidades experimentales.

6+2 Método de Siembra.

Despiies del proceso de esterilizacién del materinl-hiolégico
" “deserito anteriormente se procedis . a. la diseccién de los
expianten lo cual se realizd en el Area aséptica de una campana
de:. flujo . laminar (VECO), La cual se pus¢ a funcionar antes de
7_1$§piurln y desinfectarla., Se introdujo en la campana todo el
naterlai_ requerido para la siembra y 1la diseccidén de los
eﬁbrianen. esto incluyd tubos con medio de cultive, microscopio
‘de diseccién estereoscépico, instrumental, navajas de acero
inoxidable, agujng de diseccidén, bisturf, pinzas de relojero. El
inatrumental se coloco en un frasce con alcohol etfliceo
industrial al 70X (v/v), cajas de Petri esterilizudau. ¥y las
semillas en tratamiento.

Una vez que el material estuvo dentro de la campana de flujo
leminar 8e desinfecté superficialmente con alcchol et{lico
inﬁuatriul al 70%, y‘poétcribrmente'se 1inpié el drea de sembrado
con alcohol etflico induatrial al 96X y se dejd secar el alcohol.
una vez acco se encendio el mechero Bunsen pars proporcionar una
drea estéril de trabajo adicionnl deptro de la campana de flujo

laminar,
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Digeccién de los Explantes.

;Bajo - el microacaplo de dimeccidén y sobre una caja de Petri
eit;rillzadn se sujetd una semilla con laa pinzas de relojero y
con -la - navaja de acero inoxidable ase realizé un corte en el
‘primer tercio sagital longitudinal de la semilla, ya que de esta
manera el corte no dailaba al embrién, posterlormente con un
bisturi se presioné las cubiertes y el endoaspermo que rodeaba al
embrién para poder aislarle, una vez liberado el ewmbridén se
tomaba con las pinzas de relojero y se depoaitaba en wnedio de
cultivo HS lfquido &sterilizado en autoclave cen lo que se evité
desecacién del embrién a la vez que s¢ mantuve en un medio
isoténico que impidiera la plasmélisis celular.

Para la presente inveatigacién scolo se emplearon embridnes
aislados e integros en sus dos regiones meristemfticas y fueron
degechados aquellos embriones que durante el proceso de dimeccidn
resultaron dafiados en alguna zona meristenmdtica ya que eostas son
zonas de sf{ntesis de fitohormonas endégenas y esto se hubiera
manifestado en la expresién morfogenética de los embriones ean
cultivo, ye que un embrién deuproviste de alguno de gus
meristemos se desbalancea hormonalmente asf tenemos que las
auxinas son sintetizades en los Apices en desarrollo, ¥y existen
evidencias de que las citocininas ae forman en las raices y sc
transportan a las hoj;s y tallos {Bidwell, 1979; Rojas, 1879).

Antes de usar el instrumental, para cada diseccidén se
flamearon en el mechero Bunasen y enfriaron con agua deatilada

eatéril.
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Una . ver aislados y reunides en medio MS lfquido, todos ~lom
'pnbriﬁneu"dé cudﬁ trétaniento se extraian con una asa de siembra

“bacteriolégica previamente flameada y ase deposité un embrién en

‘Q; lnterior de un tubo de cultive de 25 X 126 con 12,5 al de

medlo de’

ult;vn cada uno.

5.3 Medio de Cultivo.

“medio” de cultivo utilizade fue el propuests por

El

- Hurashlge y Sknokg {1962) (MS). Para la preparacién del medio de

culttve Vne utilizaraon solucionea concentradas de sus diferentes

"_conatituyentes' macronutrimentos, 8olucidén de cloruro de calcio

n(CaCl )!’ micronutrimentos, =solucién de hierro quelatado con
NazEbgA, inositol, viteminas y glicina, preparadas en 100 ml para
10 o 20 1litros de medio de cultivo ¥ coneervados en
rafrigeracién a 6° C hasta sy utilizacién. En el apéndice 1 ae
indican los diferentes constituyentes del medio asf{ como 1las
cantidades de cada uno de los reactivos empleados en el medio asf
como en las preparacién de las poluciones concentradas, ae
tomaron alfcuotas de estas soluciones y ase adicionaron a la mitad
del wvolumen final de agua destileda, se agrego la sacarosa (30
£/1) y sc mezclaroen en una parrilla de agitacidn magnética hastn
que se disolvié despues de los cual se aforo a su volumen final,
se’ ajusts el pH entre el rango de 5.7 y 5.8 con NaOH {0.,1 y 0.5
N} ¥ HCY (0.1 y 0.5 N},
Una vez ajustado el pH se agregd el agnar y se dejé en
agitacién por unos minutos para que se hidratara el agar el cual
se fundié posteriormente en un horno de microondas calenténdolo

hasta 185° F { 85° C) ya que la temperaturs de fusién del agar,
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se encuép;ra en el rango de 80- 88°C, a continuacién ge agité por

varfos’ ‘ningidn,_-hué¥anénce‘_par; “homogenizar - -la’ . solueién

completamente. .

“Par jﬁlti@o ‘d:,niivieron 100 ml de medic de cultive en

[ynqqs de 9?259191._ se les agreds. las  alfcuotas

horhbhhl#a

‘ru ﬁurioﬁ - minutos, finalmente  se
yérme&1o de éultlvo en 8 tubos de ensaye

126 requl;nndo—uni§blﬁm6n de 12.5 ml de medio de cultivo

s,qyglua-se sujetaron con ligas de hule.
" ﬁé_rés@éti;gzé en autoclave a presién de 20

Yy una temperatura de 126" € durante 15

. Reguladores de Crecimiento

L@s reguladures de creclmliento utilizados se prepararon

-3

en soluciones concentradas 1x10 M.

Las auxinas ANA ¥y AIA, se disclvieron en etanol, ae

calentaron ligeramente y diluyeron gradualmente hasta aforarlas

en 100 ml de agua destilada conservandose en refrigeracién a 6 'C

hasta ser utilizadas.

pequefic de HCl 0.5 N calentandolo ligeramente y despues de lo

cual se aforaron a 100 ml de agua destilada almacenandose también
en refrigeraclén,
5.4 Condicionea de Cultive.
Una vez realizada la aicmbra, los cultives fuercon incubados en

una cémara de crecimiento a una temperatura de 26 ¢ 2°C y un

Las citocininas BA ¥y K se disolvieron en un. volumen
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fotop;rxo'dn_ de 16 ‘hiliz ¥ 8 h de obscuridad, la intensidad
Lun{noug,rue de 1500 lux. '
5.8 Digefio Experimental.

Se realizé un experimento factorial completamente al azar
de dos variables (2?): dos auxinas y dos citiocininas con cuatro
niveles (Concentraclones Micromolar [uM] ) para cada factor:

Las auxinas utilizadas fueron: AIA, ANA.

Las citocininas empleadas fueron: BA y K,

Los cuatro niveles (concentraciones) de las fitohormonas
empleadas fueron: 0.0, 0,1, 1.0 y 10.0 micromolar. [uM]} (1
x 10 ) M)

Cada experimento completo conaté de 16 tratamientos, 8
repeticiones y 128 unidades experimentales para cada barride
hormonal y 512 unidades experimentales en total para los cuatro
barridos hormonales real izados.

Los fitoreguladores se wutilizaron de manera que siempre
estuviera involucrada una auxina con unae citocinina a la vegx en
cada barrido hormonal, produciendose aa{ todas las posibles
combinaciones entre los cuatro niveles de cada variable,
resultando 16 tratamientog hormonales diferentas para cnéa
barrido hormonal, de esta manera para cada tratamiento exiatia
una propoercién relativa diferente de auxinal\citocinina en cada

tratamiente del experimento.

Se egtablecié la siguiente funcidn de respuesta:

Y =p+a ¢B + (aB) + €
1dk i J iJ ijk

En donde:
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Sy =‘1;2..:;{n. i-ésima concentraclén de auxina. -

veoby j-éaimn concentracién de citocinina.

1,2..4, i1, k-éaima repeticitn.

Ea_.la variable de respueata {induccién de brotes, callos: ¥,

Tk
rajces) bajo la i-ésima concentracién de auxina y de la . j-

ésima concentracién de citocinina en la k-ésima repeticion.

‘p-= Es - la medis general de la funcién de respuesta.

u: = Representa el efecto producido por la i-ésima cohcentrncisn

de auxina sobre la variable de respuesta.

B~ = Representa el efecto producide por la j-ésima :oncéntraéiﬁn
de citocinina soBre la variable de reapuesata.

{(aB} s Representa el efecto conjunto de la i~ésima
éoncentrncidn de auxina ¥ de la j-ésima concentracién de
citocinina en la variable de respuesta.

€ = . Factor de variahilidad asociade a las condiciones no

lecontroladas del experimento. {Error Experimental}.

El nimero de repeticiones se determind como ocho, ya que

la utilizacién de entre cuatro a ocho repeticiones permite

obtener un grado de precisién razonable {Little, 1885)
consiguiendose de esta manera el nimero de grados deo libertad
para el error (GLE) mayor que 100 en todos los andlisis de
varianza realizadoa con lo que se reduce significativamente el
coeficiente de variacién {De la Loma, 1966, citado por Reyes,
1980), ademds de que se reduce el error experimental de manera
notable, e incrementamos el valor de la F calculada, dado que es
posible wanipular, esta cantidad aumentandola en forma

directamente proporcional al ndmero de repeticiones, ya que para
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" determinar este parémetro (qLE) se efectiia el producto del " totél
del ntimero de tratamientos por el niimero de repeticiones  menos
uno abir-1}.

Una representacién esquemditica de les cuatro barridos
hormonales de que conmistid el experimento realizado se muestra a

continuacidn.
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Acido indolacético

Acido naftalenacético

(AIA) {ANA)
1 2 4 5 6 7 8
0.0 0.1 1.0 10.0 0.0 0.1 1.0 10.0
1
0.0
2 1
0.1
3
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‘brotesa,

§.6 Evaluacidén de las Variables Dependientes.
Dado  que el objeto de eata investigacidn es analizar el
efecto morfogenético de los diferentes tratamientos hormonales,.

los parémetros cuantificados son la formacién de callo,rafces ¥y

Callo.

} El crecimiento de callo en los tratamientos hormonales en los
éunles ge presenté, se evalud cuunti(icando los dos pardmetros
que mejor caracterizan su crecimiento, estos fueron: peso fresco
v el peso seco, para cuantificar e} peso fresco se pesaron €n una
balanza analitica los callos sobre un trozo de papel aluminio de
peso previamente conocido. Para conocer el peso resl se obtuve la
diferencia del trozo de aluminio con el callo y el pedaze de
aluminio solo, para determinar el valor de peso seco se utilizé
el mismo callo del que s& obtuvo el peso fresco, el callo ase dejé

secar  en una estufa a 60 "C y ge pesé a las 48 horas que fue

“ecusndo mostré un.valor constante, considerdndose tal valor como

- el peso seco.

fVLa presencla de callo se manifesté en el miamo explante ya

7;§¢57 como callo s¢lo o bien junto con raices y/o brotes., DPara la

-cuantificacién del callo se separaron de éste 1la raices y/o

brotes que estuvieran presentes de manera que se pudiera
cuantificar el callo solo.
Raices.
La rizogénesis Be cuantificé determinando el nlmero de raices

por explante en los cnsos en los gue se presenté,
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Brotes

ﬁnrn- determinar la magnitud de este parémetro se
cuantificaron el nimero de brotes adventiclos incluyendo el brote
generado por el meristemo apical, fueron considerados ceomo brotes
laas formas que tenfan al menos dos pares de hojas, que de manera
general medfan 5.00 mm. No se cuantificaron las yemas que s8e
piéaentabnn como puntes acltives de crecimiento y que mostraban
primordios foliares diferenciados, pero que se mantuvieron en ese
egtado todo el tiempo que duré el experimento, seguramente
inhibidos por 1la dominancia apical que ejercfan los brotes
principales. .

:Parn la construcclén  de. las gréficas de los diferentes

parédmetroa morfogenéticoar evglua¢u§ﬂ'§é. consideré 1a m?dia
aritmécic: de sus valores deternihaﬂéé de la hnnera‘unterinrmente

deacrita.

*

El vacio o llenade en lag barras de las gréficas no tiene
ningin aignificado en particular y 8olo se utilizan para
diferenciar una fila de barras de otra.
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5.7 Bvaluacién Estadistica.

La respuesta morfogenética de los embriones cigdéticos de
pature stramonjum. bajo la influencia de las combinaciones
horamonalea de dos auxines y de dos citocininas fueron evaluados
de la manera anteriormente descritos en el apartado 5.6 ¥ como
se establecid en la seccién 5.5 Be reallzé para cada uno de los
pardmetros evaluados un andlisis de varianza bifactorial mediante
el paquete estadistico SPSS instalado en el equipo Burroughs
B&000 de 15 'Direécién General de Servicios de Cémputc Académico
(D.G.S;C.A) de la U,N.A.M, Los cusrles revelaron que para la
mayoria de lu; casos existian varias discrepancias entre los
rgsultudo; del anﬁliéls de varianza b4 los supuestos
fundamentales ~sobre los que se basa este, ya que cuando sge

realiza este andlisis se debe presuponer:

i.-) Que 1las varianzas de las diferentes muestras 'son

homogéneas.,

ii.-~) Que las varianzas ¥y las medias de 1las .distintas

muestras no estan correlacionadas.
11i.-)Que los efectos principalea son aditivos. (Reyes,1980;
Little, 1985.)

Sin embargo después de realizar el andlisias de varianza se

se encontré frecuentemente que los datos violaban simulténeamente

eatas tres guposiciones. Cuando existen este tipo de
irregularidades en las reglas fundamentales del andlisis de
varianza es necesario realizar una transformacién logaritmica,
angular (arco-seno) [} de raiz cuadrada, se examing

individualmente cada uno de log 16 andlisis de varianza
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realizndos ¥y se prachico ln tranaformncién convenientc a cada

caso segin el aiguiente critorio..

Trﬁns!orlncién Lug;ritnici Siempre que- se tuvieron datos en
los que la desaviacién eatﬂndar Ide las nuestras fueran
proporcionales a las mediam, ademde de que los efectos debidos al
tratamiento resultaron multiplicativos en vez de aditivos se
aplicé 1la transformacién logaritmica.de los -datos, ‘realizando
nuevamente .el angligia . de varianza, utilizando esta vez lqs

logaritmos de loa datos obtenidos,{Reyes, 1980; Little,.lgaﬁ); )

Trnnurornacidn de la Raiz: Cuadrada Cuando. los duLos:tien en 7
t de Poisgon, es posible apli
.‘m ;

‘se utilizan.

. si:' B lo§ e#r orlginales ge les elimins ln

',caracteristicn 'de"esta distrxbuctén con la extraccldn de la rnlzf

’,cuadrada de:
'este‘ Lipo‘-de dialrxbuclén pudieron ser identificados si  s8u
deavincién' eaténdnr tiende a ser igual a la media general, es

) declr, 8i. o*=p (Reyes, 1880; Snedecor, 1981).

Trnnufurnacién Angular o de Arco-Seno. No se encontrd ningin
caso: en gue las medias ¥ 1la desviacidén estdndar mestraran una
relacién que hiciera necesario este tipo de transformacién.

Despuéas de efectuadas estas manipulaciones estadisticas de

los datos, las pruebas de homogeneidad de varianzas mostraron

una mayor semejanza entre ellas ya que en ningun caso la relacién

de la varianza mayor entre la varianza menor resultdé ser mayor

que 0.645, mientras gque en loe datos sin transformar, ' la

valures obgservados, Los casog: qua preaentaron~
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-vheterbgeheidnd'dé lda varianzas era signiflcntivamente‘naynr 7a

que la relacién vurlunzu mayor/vuriunza menor alcanzé un vnlor de

hasta 17 49, : 1bf que provocﬂ que bajo estas circunstanciaa el

: andlisil 'dé variunza pierdn sensibilidad pafn' detectar

diterencins'isignificatlvas entre los tratamientos debldo a los

factores a que fueron sometidos.

En lbs— 16 nnﬁlisis de varinnzn bealizados ‘se . encontraron

"diferencian signiftCAtlvaa debidas sl tratamiento. “(ver tabla N*

L6} pcsteriornente se procedlé a  determinar losf' me jores

tratamientos estadisticamente significativos é&rq'cadn~parﬂme€:o

morfogenético evaluado, mediante nndliais hultféle;rde separacién

de medias como las pruebas de Tukey y Duncan, .ail . nivel "de

confianza de 5X%X.

A continuacidén se muestra para cada pardmetro cuantificade ¥y
para cada uno de los barridos hormonales efectuados los
resultados y discusién asi como una grdfica al pie de la cual se
indica si el andlisis de varianza de 1los datos originales
necesitaron de una transformacién logaritmica o de rafz cuadrada,
as{ mismo 8e indica si exiatieron diferencias significativas
debidas al tratamjento ¥y el nivel de confianza en el cual
ocurrieron ya sea en alguno de los factores por separado (ﬂuxrinn
&6 citocinina) as{ ecomo las interacciones de estas (auxina con
cltocinina), también se indica de acuerdo a las pruebas de Duncan
y Tukey al nivel de confianza de 5.0 X cuales combinaciones
fueron las mejores para induecir loas efectos morfogéneticos

degeados, utilizandose la siguiente notacién:

18



Notacién} Nivel de contijianza x Nivel de Significancia
Probabilidad de F P(F)
N.S. > 0,005 >5% JNo Significativo.
* < 0.005 <5% |Significativeo.
x < 0.001 <1X [Muy significativo
xk < 0,0001 <0.1%JAltamente Significative
Cuadro de decisidén para los diferentes intervalos de probabilidad
de F utilizados para establecer los diferentes niveles de
significancia.
Combinacién}ParédmetrojProbabilidad de F Y Grado Transformacién
Hormonal Evaluado, jde Significancia, Empleada.
1{callo AIA. 0.000 ¥
ATA/BA Peso BA. 0.000 rxx Logaritmica.
Seco. Interaccion 0.000 T
2|calle ANA, 0.000 xrx
ANA/BA Peso BA. 0.000 X% Ninguna.
Seco, Interaccién 0.000 xx
3fcallo ANA 0.000 *xx
ANA/K Peao K 0.002 * Ninguna,
Seco. Interaccion 0.0056 *
4{callo AIA 0.000 xxx
AIA/K Peso K 0.000 ¥3x Logaritmica.
Seco. Interaccién 0.002 *
j5|callo AlA 0.000 xx
ALA/BA Peso BA 0,000 Fex Logaritmica.
Fresco. Interaccién 0.000 *ux
6lCallo ANA 0.000 rx
ANA/BA Peso BA 0.000 xx Rafz Cuadrada
Freaco, Interaccién 0.000 =
7T{Callo ANA 0.000 ey
ANA/R Peso K 0,000 £33 Ninguna.
Fresco Interaccién 0.000 xrx
B|callo AlA 0.000 xx
AIA/K Pego K 0.000 ixw Logar{tmica,
Fresco Interaccién 0.000 L

Tabla N@ 6 Resumen de valores de la Probabilidad de F y su grado de
significancia para cada unoc de los pardmetros evaluados en los 16
barridos hormonales realizades,
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Tabla NQ 6 (Continuacién).

Combinacién}Parametro{Probabilidad de F Y Grado Transformacion
Hormonal Evaluado.{de Significancia. Empleada.
9 [Nimero ALA. 0.038 N.S,.
AIA/BA de BA. 0.000 % Ra{z cuadrada
Brotes, Interaccién 0.009 N.S.
10 {MNimero ANA. 0.000 #xx
ANA/BA de BA. 0.000 *x% lLogaritmica.
Brotes, Interaccién 0.000 *x¥
11 |Nuimero ANA 0.000 *5¥
ANA/K de K 0,000 ¥ Raiz Cuadrada
Brotes, Interaccidn. 0,000 Fxk
12 {Nuimero ATA 0.000 bk
AlA/K de K 0.988 N.S.,{ Raiz Cuadrada
Brotes. Interaccién. 0.000 x¥
13 }Namero AlLA 0,117 N.S,
AIA/BA de BA 0.005 b Raiz Cuadrada
Rafices. Interaccién  0.049 N.S
14 {Niimero ANA 0.000 xEx
ANA/BA de BA 0,000 ek Ninguna.
Raices. Interaccién. 0.021 N.S.
15 INdmero ANA 0,000 L e dd
ANA/K de K 0.490 e Logaritmica.
Raices. Interaccién. 0,000 =¥
16 |Ndmero AlA 0.012 N.S.
AIA/K de K 0.002 * Rafz Cuadrada
Raices. Interaceién. 0.211 N.S.

Tabla N@ 6 Resumen de valores de la Probabilidad de F y sBu grado de
para cada uno de leos pardmetros evaluados en los 16
barridos hormonales realizados.

gignificancia
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION.
Callo Peso Seco. ;
En la grafica N2 1 se pueds apreciar en los cuatro -barridos
hormenales efectuados 1la callogénesia evaluada en peso seco
(gramos). Asi como también muestra claramente que gon lag,éuxinnﬁ
los reguladores del crecimiento que determinan p?inciﬁalg ﬁye':ql“

efecto callogenético ¥y que de estos es el écidsﬂ‘nntﬁaiénébéﬁﬂco‘

(ANA) 1a auxina méAs callogénica, en;'c5hpd¥ﬁé£6

callogénico de la auxina dcido 1ndolacético,(AiAJ

principalmente aquellos ep:thr aci6n:= Auxina <iy/o

Citecinina  sra de loidrifuﬁi g pafa

B rq;aﬂlgﬁ:o'
.inérementar el peso Qeco resulééisﬁn*l.ﬂ?[qugdevélgﬁﬁas:de las
fitohormonas ( gréfica.2 ). o bien que'lqi dosis 10,0 ¥y 1.0 [pM]
de ' los reguladores de crecimien;o utiliéndos produjera en los
tratamientos efectos callogenétices estadisticamente .iﬂunlea

entre af (gréficas 2,3, y 4),

En la  gréifica § se ouestra en un histograma de frecuencia 1la
ocurrencia del callo (%) en los diferentes tratamientos de las des
auxinas utilizadas y resulta notable el hecho de que el 68% del
callo evalugdo cn peso’ seco se presente en los tratamientos - con
ANA; mientras que s0lo el 31% del caslleo se presenta en los
tratamientos con AIA,

El efecto de las auxinas AIA/ANA en la callogénesis {peso
seco) resultéd altamente saignificative (***) en los cuatro

barridos hormonales con una  probabilidad de ¥ P{F)=0,000
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(gr&ficas 2,34,y 6).% " Por atro lado, entre las dos cltocininas

émpleadauT existieroi difefénbina notablea . en uu'_' efecto

callogenético> Ya du ‘el cnllo generado por los tratamlentos donde

ée: utilizé 1a citocininn BA ea' el 57X del callo y 1la cinecina, (K)

el 43%° del totulrdel cnllo (Peso Seco, gréfica 7). Es sisniflcntivo

o

'(Grétidé Np-~ »conuideradns ambas como las hormonas . mé&s

unndo se ‘utilizaron simultaneamente produjeron -la
combxnaclén. horlonal mas callogénica de todas {Gréfica N@3), 'y

por el: contrnrio, lns hormonas menos callogénica AIA,K {Graficas

8- y?: - al mer” emplendas en combinacién generaron el barrido.
Vho;néhél'mehos énllogénico de todos leos evaluados (Grdafica 5 ).
'Elrbefcgtby'bnllogénipo de 1las citocininas resulté altamente
Eignifi;at{vo {***) a un nivel de confianza de menos de 0.1 %X
P(F)=0.006 lgfﬁflqas 2,3 y § ) excepto en la combinacién hormonal
ANA/Ki.donda el efeéto de la cinetina resulté aignificativo {¥) con
una P(F}=0.002 (grdfica 4}, Es- importante mencionar ~que se
presentafon dos casos ﬁanifiestoa de efe<to sinerg{stico notable
entre auxina y ci:oclnlnn en la callogénesis (pesc seco) (grafica 2
10.0 [pM] AXA y 1.0 [wM] BA )y 10.0 [pM} ANA ¥y 10.0 [uM] K ,
{Grifica -~ "Ne7)- mientrns"qhér en low demds casos aunqué las
iﬂterncciénes fueron significativas no hubo efecto sinergistico en
la callogénesis (peso seco).

El efecto de la interaccidén Auxina/Citocinina resulté altamente
significativo (#*%*) P{F)=0.000 en las combinaciones hormonales
AIA/BA y ANA/BA ( grédficas 2 y 3 ), mientras que en las
combinaciones BA/K ¥y AIA/K las diferencias resultaron

significativas (*) con B(F}=0.005 y P{F)=0.002 respectivamente,

de que 15 auxina ANA (Gréfica N2 6) y la citocinlnn BA
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Grdfica Ne 2. Callo Peso Seco (gr.) {AlA/BA)

Tipo de Trans{ormacion Empleada: lLogaritmica.

Efecto de la Auxina{AlA): Altamente Significativa [¥*%)
Nivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0,000

Efecto de la Citocininu{BA}: Altamente Significativa (*%¥)
Nivel de Confianza | Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Interaccidn:

Auxina {AIA)/Citocinina(BA): Altamente Significativa {*x%)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

Mejor Tratamicnto Para la Auxina (AIA): 10.0 [uM]

Mejor Tratamiento Para la Citocinina BA 1.0 Y 10.0 {[uM]

ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AIA Vs. Callo Peso Seco,)
Prueba de Cochrans. Varianza Maxima/Suma de Varianzas=0.398
Relacién Varianza Maxima / Varianza Minima= 3.868

Mejor tratamiento Para de Auxina ATA 10.0 {pM].

Prucbas de Homogeneidad de Varianzas (BA Vs, Callo Peso Secal
Prueba de Cochrans. Varianza Mdxima/Sume de Varisnzas=(.404
Relacién Varianza Méxima / Varianza Minima=5,503

Mejor tratamiento de Citocinina BA 1.0 [pM].
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Grdfica N2 J. Callo Peso Seco. (ANA/BA)

Tipo de Transformacién Emplenda: Ninduna,

Efecto de la Auxina {ANA): Altamente Significativa (*%x%}
Nivel de Co.fianza { Probabilidad de F }= 0.000

Efecto de la Citocinina {BA) Altamente significativa (ssx)
Nivel de Confianza | Probabilidad de F }= 0,000

Efecto de la Interaccidn:

Auxina (ANA)/Citccinina({BA): Altamente significativa (%**)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

i} Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %X

Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA 1.0 y 10.0 [uM)]

Mejor Tratamiento Para la Citocinina BA 1.0 y 10.0 [nM]

ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas {(ANA vs. Callo Peso Seco)
Prueba de Cochrans. Varianza Mdxima/Suma de Varianzas= 0.486
Relacién Varianza Mdxima / Varianza Minima= 3,608

Mejor tratamientc Para de Auxina ANA 10.0 {pH].

Pruebag de Homogeneidad de Varianzas (BA Vs, Callo Peso Seco)
Prueba de Cochrans. Varianza Méxima/Suma de Varianzas= 0.314
Relacidn Varianza MAxima / Varianzs Minima= 3.202

Mejor tratamiento de Citocinina BA 1.0 y 10.0 [uM)
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Grafica NQ 4, Callo Peao Seco. (ANA/ K}

Tipo de Transformacidn Empleada: Ninguna.

Efecto de la Auxina (ANA)} Altamente Significativa {%%#)
Nivel! de Confianza { Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Citocipnina (K.) Significativo (%)

Nivel de Confianza ( Probabilidad de ¥ )= 0.002

Efecto de la Interaccidn:

Auxina {ANA)/Citocinina{K.) Significativo (¥}

Nivel de Confianza { Probabilidad de ¥ )= 0.005

1) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

Mejor Tratamiento Pars la Auxina ANA: 10,0 {um]

Hejor Tratamiento Para la Citocinina K,:10,0 {uM]

3i) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 X

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AHA Vs. Callo Peso Seco)
Prueba de Cochrans, Varianza MAxima/Suma de Varianzas= 0,370
Relncion Varianza Mdxima / Varianza Minima= 4.154

Mejor tratumiento Para de Auxina ANA 10.0 {uM].

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (XK. Vs. Callo Peso Seco).
Prueba de Cochrans, Varianza Méxima/Suma de Varianzas= 0.303
Relacién Varianza Maxima / Varianza Minima= 1.485

Mejor tratamiento de Citocinina K. 1.0 y 10.0 {uM].
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Grafica No §. Callo Peso Seco. (AIA/K)

Tipo de Transformacién Empleada: logaritmica

Efecto de ln Auxina (ATA): Altamente Significativa. {®®x)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de ¥ )= 9.000

Efecto de la Citocinina (K.) Altamente Significativa, (*¥x)
Nivel de Confisnza ( Probabilided de F )= 0.000

Efecto de la Interaccién:

Auxine (ATA)/CitocininalR) Significativa, (*)

Nivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0.002

i} Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

Mejor Tratamiento Para la Auxina ATA 10.0 [pM},

Mejor Tratamiento Pars la Citocinina K 10.0 fuMl.

ii) Pruebas de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homcgeneidad de Varianzas (ATA VYs, Callo Peso Scco).
Prueba de Cochrana. Varianza MAxima/Sumsa de Varianzas= 0,386
Relacién Varianza Méxima / Varianza Hinima= 2,260

Mejor tratamiento Para de Auxina: AIA 10.0 (uM].

Pruebss de Homogenecidad de Varianzss (K Vs, Callo Peso Seco )
Prueba de Cochrans. Vuarianzan Midxima/Suma de Varianzas= 0,329
Relacion Varianza Haxima / Varianza Hinima= 1,929

Me jor tratamiente de Citocinina K 10.0 [uM]).
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Grafica Ne 6. Efecto cullowénico de las Auxinas [(AIA/ANA)
{Callo Peso Seco.l

AUXINA. % PARCIAL {uM] % DE CALLO POR
DE CALLO. TRATAMIENTO.
¢.0 4 %
0.1 6 X
AIA. 31 %
1.0 4 %

10.0 17 X

0.0 9 %X

0.1 10 x
ANA. 69 X

1.0 20 %

10.0 30 x
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Grafica No 7. Efecto Callegénico de las Citocininas {BA./K.)
{Callo Peso Seco.)
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CITOCININA. X PARCIAL [uM] X DE CALLO POR
DE CALLO, TRATAMIENTO.

0.0 6 %
0.1 9 %

BA. 57 %
1.0 23 %
10.0 19 X
0.0 8 %
0.1 5 %

K 43 %
1.0 11 %
10.0 19 %




Callo Peso Fresco.

“La Grdfica nimero 8 muestra de manera general la callogénesis
evaluada en - peso fresco en los cuatro barridos hormonales
.realizados, en la cual se puede apreciar que en los tratamientoca
- en los que ocurre la mayor formaclén significativa de callo son
sienpre aquellos en loa que ae utilizé la dosis més alta ({(10.0
‘[uM] ) de las auxinas AIA, ANA y las citocininas BA, K. Esta
Grdfica muestra el notable efecto callogénico de la auxina ANA ya
‘que en sus diferentes tratamientos ocurre el m;yor porcentnje' de
callo. (T1%}, mientras que el efecto callogénico-de la muxina ATA
en notablemente inferior.. ‘ o

La auxina con mejor efecto callogénico fue ANA. bues__l;_

frecuencia de c;llo {Peso Fresco} gcné;udo en los tratamientos
con” ANA es significativamente mayor (7% X ) (Grdfica .13), en
cambio, la auxina AIA fue la hormona con un menor efecto
énllogenétlco pues en todos s8us tratamientos solamente se
presenté el 28 X del callo evalundo en peaso fresco {Grafica 13).

En todas las combinaciones hormonales en las que Be
utilizaron las auxinas AIA y ANA. el mejor tratamiento
callogenético observado de acuerdo a las pruebas de Duncan ¥y
Tukey al nivel de § X fue 10.0 [pM]) { Grdficas 9,10,11 y 12 }.

De todas las citocininas empleadas la mAs callogénica (peso

fresco} fué BA, ya que generé el 63 %X de callo, mientras que en

los tratamientos con K solamente cccurrié el 37 % del total del .-

callo evaluado en peso fresco ( Gréfica 14).
La prueba de Duncan para la citocinina BA. - fndica';que Vgl':‘

mejor tratamiento fue 10.0 [uM) para la conpiﬁ&gid'




‘{arafica 9) Mientras que para la combinacién ANA/BA los
tratanientos mis callogénicos fueron 1.0 y 10.0 [uM] sin
diferencias significativas entre ellas (Grafica 10}. La prueba de
Tukey para la misma hormona muestra como el mejor tratamiento a
la concentracién 10,0 [pM] en la combinacién AIA/BA (Gréfica 9).
Mientras que para la combinacién hormonal ANA/BA las
concentraciones 4.1, 1.0 ¥ 10.0 fuM] . sin diferencias
significativas- entre - ellas produjeron el  mismo  efecto

callogénico (Grafica 10).

Los tratamientes 6ptimos para“la‘callogénesis {peso .fresco), .

promovidos por 1arcigaéiainqui‘ resultaron ser'1.0 v 10.0°  [pM]
; : " DR S

segin la prueba de :xuﬁé

combinacién ANA/K (G:éfiéé lii. Para 1a combinacién AIA/K el
tratamiento més cnllpg@qé£1c§ fue 10.6 [pM) de acuerdo = las
pruebas de Duncan y de Tukey (Qr&fica 12).

La . interaccién auxina/citocinina en la callogénesis (peso
fresco) tuvo un efecto sinergistico notable, pues, en tres de las
cuatro combinaciones hormonales los mejores tratamientos de cada
barrido hormonal resulteron ser aquellos en los cuales se utilizé
una auxina en combinacidén con una citocinina iGrdficas 9,10 y 11)
excepto la camblnnci&n hormonal AIA/K en la que la interaccién
resulté antagénica para le callogénesis {Griafica 12).

Fn los cuatro barridos hormonales realizados en los que. Be
evaluo la callogénesis {peso fresco} se encontraron diferencias
altamente significativas (%%x} P(F)z 0.000 para el efecto de 1las
Auxinas AIA,ANA y las Citocininas BA,K. As{ como todas - las

interacciones entre estas, (Grdficas 9,10,11 y 12).

‘y“10.07[uM] segln Duncan para 1la

51



(ALLO PRS0 FRESCD. (CRANGS)

s A wm B e . —

Fo¥Y

Grdfica Ne 8. Callo Peso fresco,{Gra.) (ANAAIA/BA\K). . ~.o2i' @ . °

92"



{ALLQ PRS0 TRISCD, (M)

T anwem

8.4
feido ndolacehca [uHI

Grdfica NQ 9. Callo Peso Fresco. (AIA/BAY,

Tipo de Trahsformacién Empleada : Logaritmica.

Efecto de la Auxina (AlA): Altamete significativa,

Nivel de Confianza { Probabjlidad de F }= 0.000 (»**¥x)

Efecto de la Citocinina (BA.): Altamente Slgn;flcutivo.(ttt)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Interaccidn: . .
Auxina (AIA)/Citocinina {BA): Altamente significativo. (*"]
Nivel de Confianza | Probabilidad de F }= 0.000

{) Prueba de Tukey al Nivel! de Confianza de §.0 X

Mejor Tratamiento Para la Auxina ATA.: 10.0 {pM]

Mejor Tratamiento Para la Citocinina BA.: 10.0 (pM},

if) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5,0 X

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AIA, Vs Callo Peso Fresco)

Prueba de Cochrans. Varianza Maxima/Suma de Varianzas= 0.55§
Relacién Varianza Maxima / Varianza Minima= 32.54

Mejor tratamiento Para de Auxina AFA.: 10.0 [pM]

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (BA. Vs. Callo Peso Fresco}
Prueba de Cochrans. Varienza Mdxima/Suma de Varianzas= 0.479
Relacién Varianza Mdaxima / Varianza Minima= 5.722

Mejor tratamiento de Citocinina BA.: 10.0 (uH}.
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Gréfica N2 10, Cuallo Peso Fresco.

Tipo de Transformacién Empleada : Ra
Efecto de la Auxina {AHNA): Altamente
Nivel de Conflanza ( Probabilidad de

T oame s

W v > B R me e we A e e .

(ANA/BA).

iz Cuadrada.
Significativa (#%¥)
F )= 0.000

Efecto de la Citocinina (BA} : Altamente Significativo (*=x}

Nivel de Confianza { Probabilidad de
Efecto de la Interaccién:

F )= 0.000

Auxina (ANA)/Citocininal{BA) Altamente Significative (**x}

Nivel de Confianza ( Probabilidad de
i) Prueba de Tukey al Nivel de Confi
Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA
Hejor Tratamiento Pura la Citocinina
i1) Prueba de Duncan al Nivel de con
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas
Prueba de Cochrans. Varianza Méxima/
Relacién Varianza Méxima / Varianza

Mejor tratamiento Para de Auxina ANA
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas
Prueban de Cochrans, Varianza Maxima/
Rulacién Varianza Méxima / Varianza

Me jor tratamiento de Citocinina BA.

F )= 0.000
anza de 5.0 %
o1 10,0 [uM]

BA. 0.1,1.0 y 10.0 (puM!}
fianza de 5.0 %X

{ANA Vs.Callo Peso Fresco)
Suma de Varianzas= 0,483
Hinima= 5.146
. 10.0 {pM].

(BA. Vs. Callo Peso Fresco.}
Suma de Varianzass 0,338
Minima= 4,187
10.6 [pM}.
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Grdfica N2 11. Callo Peso Fresco. {ANA./K.).

Tipo de Transformacién Empleada : Ninguna.

Efecto de la Auxina (ANA): Altamente Significativa. {$x¥%)
Nivel de Confianza { Probabilidad de F }= 0,000

Efccte de la Citeocinina {K.): Altamente Sidnificativa,{¥»*)
Nivel de Confianza { Probabilidad de ¥ )= 0.000

Efecto de la Interaccidn:

Auxina {(ANA)/Citocinina(K): Altamente Significativa. (x%%¥)
Nivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0,000

1) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %X

Mejor Tratamienteo Para la Auxina ANA:; 10.0 (M)

Mejor Tratamiento Para la Citocinina K.:1.0 y 10.0 [pM)

ii} Prucba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homogeneidad de Varianrvas {ANA Vs.Callo Peso Seco).
Prueba de Cochrans., Varianza Mdxima/Suma de Varianzas= 0,386
Relacidn Varianza Maxima / Varianza Minimas 4.467

Mejor tratamiento Para la Auxina: ANA 10,0 [uM)

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (K Vs. Callo Peso Fresco).
Prueba de Cochrans, Varianza Méxima/Suma de Varianzaa= 0,280
Relacién Varianza Méxima / Varianza Minima= 1.500

Mejor tratamiento de Citocinina K.10.0 [p¥]
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Gréfica N2 12. Callo Pesc Freaco. {AIA./K.).

Tipo de Transformacién Empleada : Logariimica. -
Efecto de la Auxina (AIA.): Altamente Significativa: {(*#x)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Citocinina {K.} i Altamente Significativa, (%*¥)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Interaccidn:

Auxina (ATA)/Citocinina(K}: Altamente Significativa.:(¥¥%x)
Nivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0,000

i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 X

Mejor Tratamiento Para la Auxina ATA!{10.0 [pM]

Mejor Tratamiento Para la Citocinina K 10.0 {puM}

ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de §.0 %X

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AIA Va.Callo Peso Seco.)
Prueba de Cochrans. Varianza MAxima/Suma de Varianzass 0,573
Relacién Varianza Mdxima / Varianza Mfinima= §.339

Mejor tratamiento Para de Auxina AIA:10.0 [uM]

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (K. Va. Callo Peso Seco,)
Prueba de Cochrans. Varianza Méxima/Suma de Varianzas= 0. 489
Relacién Varianza Mdaxima / Varianza Minima= 3.795

Mejor tratamiento de Citocinina K 10.0 {nM]
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Graficn N@ 13, Efecto Callogénico de las Auxinas [AIA,ANA)
{Calio Peso Fresco.)

AUXINA X PARCIAL fuM} X DE CALLOGENES1S
DE CALLO. POR TRATAMIENTO.

a.o 3 %
0.3y 0%

AIA, 28 %
1.0 7 %
1¢.¢ 12 %
Q.0 8 %X
0.1 8 %

ANAL 7%
1.0 18 X
i0.,0 37 %
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Grifica N@ 14, Efecto Callogénico de las Citocininaas (BA,K)
Callo Peso Fresco.
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CITOCININA % PARCIAL [pM] X DE CALLOGENESIS
DE CALLO. POR TRATAMIENTO.
0.0 8 X
0.1 9 %
BA. 63 %
1.0 18 %
10.0 28 %
0.0 6 %
0.1 T %
X 37 %
1.0 8 %
10.0 16 %




Caulogéneasis.
,‘b; é;étfﬁ& nﬁﬂéro 15 muestra la caulogénegis observada en los
‘Lcuatro barridos hurmonales realizados. . Resulta gignificativo el
b ' que en.todas las combinaciones nﬁxlns/citocinina loam
‘rgpamientos cen mayor numero de brotes adventicior por

fﬁéionfgqueilas en los que la dosis de citocininas (BA,

'aé‘lo.o’lpul‘ Se‘presenturon dos casos manifiestos de

“thiblcién deblda a 1n interaccldédn auxina/citocinina en los que

EJor trntapiento de ese barrido hormonal se presenté en la

jrdoéis mﬂs altq( de las citocininas K,BA 10.0 (uM] siempre en
'.auaenCSn de las auxlnns AIA, ANA 0.0 [uM}.

Vla gr&ficn 20 ae puede ver que para las concentracliones

. crecientes ;de' las nuxinns existe 1a tendencia a inhibir 1la

t caulogénesis. ba;s ,énda auxina empleada, los tratamientos que

gpermitieron un’.péfcentnje mayor de brotacién multiple fueron
nquellos en los: que nu gse utilizé auxina alguna.

El eEecto caulogenético de las auxinas produjo diferencias

X altémeﬁte gsignificativas (#*%) P{F)= 0.000 en tres de los cuatro

"bafridos ﬁormonnles efectundos (Graficas 17,18 ¥y 19). En 1la

combinacién AIA/BA el efecto de la auxina AIA resultd ‘no-

significative {N,S,} con una P(F)} = 0.038 (Gr&fica 16)

El efecto de las citocininas en la generacién de brotaciones
miltiples fue altamente asignificativo (*%%}, P{F)=0.000 en tres
de }las cuatro combinacioneg. En el berrido hormonsl AIA/K no ae
presentaron . diferencias s&gnificetivns debidas al tratamiento
P{F)= 0.988, El tratamiento para ambas citocininas con mayor

efecto 'caulogenético: reaultdé ser 10.0 {pM} de acuerdo & 1las
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prgebgé :&(‘ Duncpn' §7>Tukﬁy.'_ (G}gficusr 16,17,18 -y 719). La
qitocihinnl‘qu;'aé caracterizé por su mwejor efecto worfogenético

‘fpe BA!'pu;a generd él'GZ % del.tutal dellos brotes cuantificades
(Gréfica 21}, -mientras que solamente el 38 X de la caulogénesis
ﬁe fnrﬁ6.bnjo los efectos de la c¢cinetina K (Gréfica 21).

La - interaccién Auxina/Citocinina resulté sin difereﬁciaa

~ las  otras. tres combinaciones restantes {Crdficas - 17,
. cuando:pcurrid tnteraccidén Auxina/Citocinina esta'tdybgﬁn
.- negativo  “ya” que "de manera gemeral resulté “inhibitorio

cnﬁlogéneuﬁﬁ.
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Grafica N2 15.

Numero de Brotes AIAVANA/BA.K. -
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Grafica N® 16. Numero de Brotes. [AIA/BAL.

Tipe de Transformacién Empleada ! Ralz Cuadrada.

Efecty de la Auxine {AIA): No Significative. (N.S.)

Nivel de Confianza { Probabilidad de F i= ¢.038

Efaecto de 1a Citocinina (BA): Altamente Significativo.{*x¥x}
Nivel de Confiasnza { Prohabilidad de F )= 0,060

Efecto de la Interaccidn:

Auxina (AIAY/CitocininalBA): No Signiticativo (N.3.}

Hivel de Confianza | Probabilidad de F = 0,009

i} Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

Hejor Tratamieanto Para la Auxina: AIA Sin diferencias al 5%
Mejor Tratamiento Para la Citecinina : BA 10.0 [uM]

ii} Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de fiomogeneidad de Varianzas {AIA Vs.Nimero de Brotes)
Prueba de Cochrans. Varianza Maxina/Suma de Varianzass 0.445
Relacién Varianza Maxima / VYarianza Minima= 9.626

Mejor tratamiento Para de Auxina AIA Sin diferencias al 5 X%
Pruebar de Homogeneidad de Varianzas {(BA Vs. Numero de Brotes)
Prueba de Cochrens. Varianza Maxima/Suma de Varianzas=z 0.450
Relacidn Varianza Haxima / Varianzas Minima= 3,283

Hejor tratamiento de Citocinina: BA 10.0 [pM]
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Grdafica NQ 17. Nuamero de Brotesa. [(ANA/BA).

Tipo de Transformacién Empleada : Logaritmica

Efecto de la Auxina (ANA): Altamente Significativo {**=)

Nivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Citocinina (BA): Altamente Significativo (®x®}
Nivel de Confianza { Probabilidad de ¥ )= 0,000

Efecto de la Interaccidn:

Auxina (ANA)/Citocinina{BA): Altamente Significativo (*%r}
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F }= 0.000

i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianze de 5.0 X

Mejor Tratamiento Para la Auxina: ANA 0.0, 1.0 y 10.0 {uH]
Mejor Tratamiento Para la Citocinina: BA Sin diferencias al §X.
ii) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas [ANA Vs,Numero de Brotea)
Prueba de Cochrana. Varianza Méxima/Suma de Varianzass 0.427
Relacidn Varianza MAxima / Varianza Minima= 4,808

Mejor tratamientoc Para de Auxina ANA : 0.0 ¥y 10.0 [pH)

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (BA Va. Nimero de Brotes)
Prueba de Cochrans. Varianza Mdxima/Suma de Varianzass 0,384
Relacidén Varianza Maxima / Varianza Minima= 3.131

Mejor tratamiento de Citocinina BA : 10,0 [uM]
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Grifica NQ 18. Nimero de Brotes. {ANA/K),

Tipo de Transformacién Empleada : Haiz Cuadrada.

Efecto de la Auxina {ANA) Altamente Significativo(®x%)

#ivel de Confianza { Probabilidad de F }= 0.000

Efecto de 1a Citocinina (K.) Altamente Significativo (¥»¥x)
Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

Efecto de la Interaccién:

Auxina {ANA)/Citocininai(K.) Altamente Significativo [*#*x%}
Nive)l de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

1) Prueba de Tukey sl Nivel de Confianze de 5.0 %

Mejor Trantamiento Para la Auxina ANA : 0.0, 0.1 y 1,0 [uM]
Hejor Tratsmiento Para la Citocinina K.: 10.0 [pH]

ii) Pruebs de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (ANA Vs.Nimero de Brotes)
Prueba de Cochrans. Varianza Méxima/Suma de Varianzas= 0.645
Relacién Varianza Méxima / Varianza Minimaz 11,27

Mejor tratamiento Para de Auxinn ANA 0.0, 0.1 y 1.0 [pM]
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (K. Va. Nimero de Brotes)
Prueba de Cochrans. Varianza MAxima/Suma de Varianzas= 0,424
Relacién Varianza Hdxima / Varianza Hinimaz 2,469

Hejor tratamiento de Citecinina K. 10.0 [uM]

104



NAIRO 3¢ BN

515

5
ot
—
o

T wa-tn

T,
beide Indolavetive.fukl

Grafica M@ 18. Nimero de Brotes. {AlA/K)

Tipo de Tranaformacidn Empleada : Ruiz Cuadrads.

Efecto de la Auxina (AIA): Altamente Significativa (*%#}
Nivel de Confinnza { Probabilidsd de F )= 0.000

Efecte de la Citocinina (X,): No Significativo (N.S.)

Nivel de Confianza { Probabilidad de F }= 0.988

Efecto de la Interaccién:

Auxina (AJA}/Citocinine{K.,}: Altamente Significativo.

Nivel de Confirnza { Probabilided de F )}z 0.000

i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

HMejor Trateamiento Para la Auxina AIA: 0.0 {uH)

Hejor Tratamlento Parp la Citocinina K. Sin Diferencias al 5%
ii) Prueba de Duncan al Nivel de canfianza de 5.0 %

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas {AJA Va. Nimero de Brotes}
Prueba de Cochrans. Varianza Mdxima/Suma de Varianzas= 0,299
Relacidén Varianza Mixima / Varianza Minima= 1,99

Mejor tratamientc Para de Auxina AIA : 0.0 [uH])

Pruebeas de Homogeneidad de Varianzas (K, V¥s, Nimero de brotes)
Prucbe de Cochrana. Varianza Méxima/Suma de Varianzas= 0.648
Relacidén Varisnza Mdxima / Varianza Minima= 4,113

Hejor tratsmiento de Citocinine K. : Sin Diferenciss al 6%,
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Gréfica No 20. Efecto caulogenético de las Auxinns ATA,ANA.
Nimero de brotes

AUXINAS X PARCIAL DE [3M] %X DE BROTES POR

CAULOGENESIS TRATAHMIENTO
0.0 15 X
0.1 14 %
ATIA 48 %
1.0 12 X

10.0 7 X

0,0 18 x

0.1 13 %
ANA 52 %

1.0 12 X

10.0 9 X
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Grdfica 21. Efecto Ceulogenético de las Citocininas BA,K.
Nimero de Brotes.

CITOCININA X PARCIAL DE fuM] X DE BROTES POR

CAULOGENESIS TRATAMIENTO.
6.0 13 %
0.1 11 %
BA 62 %
1.0 11 %
10.0 27 %

0.0 7T 0%

0.1 B %
K 38 %

1.0 7 %

10.0 16 %
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Rizogénenis,

Le rizogénesis in vitro de D. stramonjum observada en los
cuahfo barridos hormonales realizados fué determinada | °

principalmente por el efecto de la auxina ANA, -la cual moatré un
potencial rizogénico was alto, particularmente en su

concentracién 1.0 [uM] donde se presentdé el 20 X del total de. la

rizogénenls cuantificada, mientras que el dcido indolncéyi;o'noij;

produjo diferencias eignificativas debidas al tratamiento.

Es aignificativo el hecho de que los mejores tratamientos
obgervados se presentaron en la concentracién 1.0 [pM] de. ambas
auxinas {Grdficas 23 y 24 |} esta semejanza en el-refecté
rizogénico de ambas hormonas podria llevarnos a pensar que la
capacidad rizogenética de ambas nuxihaa es igual sin embargo en
‘el caso del Acido indolacético las diferencias no resultaron
slgnificativas (GrAfica 23) mientras que en el caso del dcido
Nattalequcético las diferencias si fueron altamente
significativas por lo que podemos concluir categdéricamente que
para D. stramonjum la mejor Aauxina para iaducir la rizogénesia es
ANA, a la concentracién 1.0 [uM}] en ausencia de cualquier
citocinina ya que el mejor porcentaje de ocurrencia de
rizogénesis (20 X) se presenté en esta auxina y a la
concentracién antes citada (Grafica 27).

El efecto de la auxina ANA en 1la rizogénesis produjo
diferencias altamente significativas debidas al tratamiento (*%%)
P(F)= 0.000 en loas dos barridoe hormonales en los que se utilizé
ANA. La prueba de separacién de medias de Duncan muestra que los

mejores tratamientos fueron 1.0 [uM) para la combinacién hormonal
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AhA/BA (Gf&ficn 24) 9 rara la combinacién ANA/E los mejores
tratamientos de acuerdo & la prueba de Duncan reasultaron ser 1.0
¥ lo.orlpH) lag cuales gson estadfisticamente iguasler entre s{ al
nivel de 5 % {Gréfica 25). De la nisma manera la prueba de Tﬁkey
mostréd que los mejores tratamientos de ANA aon los mismos que
indicé 1a prueba de Duncan. {(Graficas 24 y 26). El efecto
auxinico del Acido indolacético (ATA)} en las dos combinaciones
. realizadas resultd sin diferencias significativas con P{F)= 0,117
para la combinacién hormonal AIA/K (Gréfica 23) y una P(F)= 0,012
para la combinacién AIA/K {(Qré&fica 26}.

En la Gra!iqe 27 se puede notar el significativo efecto
rizogénico de la auxina ANA en su concentacién 1.0 [puM] en la gue
ocurrio el 20%¥ del total de la rizogéneais observada.

‘ De manera general el efecto de laa citocininas enpleadasn
{(BA,K) tuvieron un efecte inhibitorio de la rizogénesis, sin
embargo el tUnico tratamiento significativacmente inhibitcrio de la
rizogénesis fue la citocinina BA en su tatamiento 10.0 [pM] el
cual solo permitio el 5 X de la rizogénesis total (Ordfica 28).

El efecto en la rizogénesis de las citocininas BA,K fue muy

'divgrao: En la combinnqién AlA/BA resulté eolemente significativo
'iilrﬁbn una P{F)= 0.005. En la combinacién ANA/BA las diferencins
entre los tratamientos no fueroh significativos (N.S) con P{F)=
0.021 (Grdfica 24 ). En la combinacién hormonal ANA/K la cinetina
produjo diferencias entre los tratamientos altamente
aignificativos (*#%), P(F)= 0.000 {Gréfica 25)., En la combinacitén
hormonal AIA/K la rizogénesin no mostré diferencias
significativaa (N.S.) debidas al tratamients con cinetina con una

P{F)= 0.211 (Grdfica 26).
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La interaccién  Auxina/Citocinina no mostré efectos
egtadf{sticamente diferentes en tres de los cuatro barridosg
'hormonales realizados: {Grificasn 23,24,26} ¥y altamente
ajignificativos (*%x) en la combinacién ANA/K con una P(F) = 0.000
que fue el finico camo de rizogénesis en la que hubo efecto
sinergiatico debido a4 la interaccidn ANA/K y el mejor tratamiento
cbtenido en este barride hormonal resulté el tratamiento 1.0 [nM]
de ANA con 0,1 [uM) de K. {Grafica 25).

En términos generales la interacidn Auxina /Citecinina ' ne
produjo un efecto sinergistico de la rizogénesls en tres de los
cuatro barridos hormonales en lo% que se evalué la rizogénesis,
(AIA/BA, ANA/BA, AIA/K) de estos loa mejotres tratamientos ae
presentaron cuandec la auxina pudo actuar un ausencia de cuaquier
citocinina, (GrAfices 23, 24 y 268), excepto en la combinaci@n
hormonal ANA/K en la que se presenté efecto sinergistico al
actuar en conjunto la auxina ANA en su concentracién 1.0 (uM] con

la citocinina X 0.1 [uM] {Gr&fica 25 ).
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Créfica N2 23. Rizegénooias. {(AIA/BA).

Tipo de Tranaformacién Empleada : Rafz cuadrada.

Efecto de la Auxina (AIA) : No significativo (N.5.)

Nivel de Confianza {( Probabilidad de F }= 0.117

Efecto de la Citocinina (BA) : Significativo (¥*)

Nivel de Confianza ( Probabilidad de F )= 0.005

Efecto de la Interaccidn:

Auxina {AIA)/Citecininai{BA): No Significative (N,.S5.)

Nivel de Confianza { Probabilidad de ¥ }= 0.0489

1)} Prueba de Tukey a) Nivel de Confianza de 5.0 %

Hejor Tratamiento Para la Auxina AIA : sin diferencias al §5 %
Mejor Tretamiento Para la Citocinina BA : 0.0,2.1,y 1.0 [uM]
{11} Prueba de Duncan &1 Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Howogeneidad de Varianzas (Aux ALA Va, Rizogzénesmis)
Prucbe de Cochrans. Varianza HMéxima/Suna de Varianzas= 0,362
Relacidén Variannza Méxina / Varianza Minima= 3,96

Mejor trataomiento Para de Auxina AIA : sin diferencias al 5 %
Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (BA Vs. Rizogénesis.)
Prueba de Cochrans. Varianza Héxima/Suma de Varianzas= 0.337
Relacién Varianza Mdxima / Varianza Mi{nimaz 2.508

Hejor tratamiento de Citocinina BA : 0.0, 0.1 y 10.0 f{uM]
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Grafica N0 24, Rizogénesis, (ANA/BA).

Tipo de Transformacién Empleada : Ninguna.

Efecto de la Auxina [(AHA)} : Altamcnte Significativa., (%#¥) -
Nivel de Contianza ( Probabilidad de F )= 0,000 o
Efecto de la Citocinina (BA) : Altamente Significativo (*%%)
Nivel de Con{ianza { Probabilidad de F }= 0.000

Efecto de la Interaccién:

Auxina (ANA)/Cilocinina{BA): No gignificative (N.S.)

Nivel de Confianza { Probabilidad de F }= 0.021

1) Prueba de Tukey al Nivel de Confianza de 5.0 %

Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA: 1.0 [uM]

Mejor Tratamiento Para la Citocininn BA : Sin Diferencias al 5 %
11) Prueba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 %

Pruebas de Homogencidad de Varianzas {ANA Vs.Rizogénesia)
Pruyebsa de Cochransa. Varianza MAxima/Suma de Varlanzas= 0.627
Relacién Varianza Mdxima / Varianza Minimas 7.85

Mejor tratamicnto Para de Auxina ANA ¢ 1.0 [uM)]

Pruebas de Homogeneidad de Varianzag {BA Va. Rizogéneais.)
Pruebs de Cochrane. Varjanza Mdxima/Suma de Varianzas= 0.481
Relacién Varianza Mdxima / Varianza Minima= $.04

Mejor tratamiento de Citocinina BA : 0.0,0.1 y 1.0 [nM}
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Oréfica NQ 25 .Rizogénesis. [ANA/K}.

Tipo de Tranaformacién Empleadsa ! Logaritmica.

Efecto de Ia Auxina (ANA) : Altamente Significativa {**%)
Nivel de Confianze ( Probabilidad de F }= 0.000

Efecto de la Citocimina {K) ! No Significative.{N.S.)

Nivel de Confianza [ Probabilidad de F )= 0.490

Efecto de la Interaccidn:

Auxina (ANA)/CitocininalK): Altamente Significativo. (#%¥¥)
Nivel de¢ Confianza ( Probabilidad de F )= 0.000

i} Prucba de Tukey al Nivel de Confinnza de 5.0 %

Mejor Tratamiento Para la Auxina ANA : 1.0 y 10.0 (pM}

Hejor Tratamiento Para la Citocinina K Sin Diferencias al § %X
ii) Prueba de buncan al Nivel de confianza de 5.0 X

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas {ANA Vs.Rizogénesis)
Prucba de Cochrana. Varianza Maxima/Suma de Varianzas= 0.442
Relacién Varianza Mixima / Varianza Minima= 5.46

Hejor tratamiento Para de Auxina ANA : 1.0 y 10.0 [pM]
Pruebas de Homogeneldad de Varianzas (K Ve. Rizogénesis)
Prueba de Cochrans. Varianze MAxima/Suma de Varianzas= 0.301
Relacién Varianza MAxima / Varianza Minima= 2.214

Mejor tratamiento de Citocinina K : Sin Diferencias al 5 X%
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Gréfica NQ 26. Rizogéneais ({ala/K)

Tipo de Transformacidn Emplesada : Rafz Cuadradsn.

Efecto de la Auxina {AlA) : No Sisnificative IN.S.)

Mivel de Confianze { Probabilidad de F )= 0.012

Lfecto de la Citocinina (K} : Significativo (*}

Hivel de Confianza { Probabilidad de F )= 0.002

Efecto de la Intersccidn:

Auxina {ATA)/Clitecinina(K): No Significativo (N.S.)

Nivel de Confianzn ( Probabilidad de F )= 0.211

i) Prueba de Tukey al Nivel de Confianca de 5,0 %

Mejor Tratomiento Para la Auxina AIA : Sin Diferoncias al 6 X
Mejor Tratamiento Para la Citocinina K : 0.0, 0.1, 1.0

it} Prucba de Duncan al Nivel de confianza de 5.0 X%

Pruebas de Homogeneidad de Varianzas (AIA Vs.Rizogéneuis)
Prueba de Cochrans, Varianza Hixima/Sume do Variangas= 0.302
telacidén Varianza Haximn / Variaunza Minima= 2,299

Mejor tratemiento Para de Auxina AIA ¢ Sin Diferencias al 5 %X
Pruebas de Homodgeneidad de Varianzas {¥ Vs. Rizogénesis)
I'rieba de Cochrans. Varianza Mdxime/Suma de Varienzes= 0.38
Relacién Varianza Méximu / Varianza Hinima= 4.454

Mejor tratamiento de Citocinina K : 0.0, 0.1, 1.0
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Grafica N2 27. Efecto Rizogenético de las Auxinas AIA,ANA.
Numero de Ralces.

AUXINA, %X PARCIAL DE [ot] % DE RiZOGENESIS
RIZOCENESIS. POR TRATAMIENTO.
0.0 13 %
0.1 10 %
AIA 47 %
1.0 13 x

0.0 10 %

0.1 11 %
ARA 53 %

1.0 20 %
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Grafica N2 28, Efecto Rizogénetico de las Citocininas. BA,K
Nuimero de Raices.

CLTOGININA. % PARCIAL DE [uM] % DE RIZOGENFRSIS
RIZOGENESES. POR TRATAMIENTO.
0.0 17 %
0.1 1§ %
BA 52 % F==
1.q 16 %
-
1v.0 5
0.0 13 x
-
6.1 14 %
K 48 %
1.0 10 %
10.0 1t %
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Discusién,

Diversos 1nvestigadores que han.estudindo la morfogénesis 'y
regenurucién in xi&zg de 42 especies solnnﬁcena yﬂiferenges han
qncont;pdo'.que J8 de &stas han reapondide notablaﬁ?nié”de maﬁéra
similny. Ante la ynrlacién de las proporcioneQ rélativshrfge

i auxina/ciﬁbcinina, g encontrdndose féomo regla generul qﬁé la

proporcién auxina.citocinin& > I favorece la formﬂcién de callo. Lo

":pero ai ésta eg- ¢ 1 se obtiene la formaclén de brotes adventicios

~-‘(Flick et gl. 1983)» e

'~pe7 mnneru general loa resultados obtenidos en lﬁ: pfééenée

--‘1nv£éiiénéi;; difieren qustpncialmente ‘de estos- -hallauzdos, fﬂ

Tque.r ios j tinicos . resultados observados de acuerdo a lAs

.'prédiccibnca de la teoria del balance hormonal se presentaron
dnicanmente én el barrido hormonal ANA/K en el cual la generacién
Big;liflcativa {P(F}-- < 0.0001) de brotes adventicins se aobtuve
ned!unte la propercién de suxina:citocinina de 0.1:10.0 (u4) (<1)
{Grédfica - N’ 18),  En todos los demés cngos los mejores
tratamientos  pars la }nduncién de raices o brotes se presentaron

cuando la auxina o citocinina en cuestidn, pudo actuar de manera

individual, ya que, la intcraccxdn auxinaicitocinina fue .de..

'maneru general &ntasén;ca.

Los datos nqu[ obtenidos resultan similares a los reportados
por Engvild, 1983 (citado por Flick gt al., 1982) quien encontroé
formacién sighificativa de brotes adventicios a la concentracién
de 1,0 {puM] de BA a partir de secciones nodaleg de tallo de D.
inoxin. De la nisma manera Hirakoga 7y Tabata {1974; citados” por
Flick ef{ al., 1983) determinaron como B8u mejor. trateamiento

caulogenético 100 [uM] de BA, sin la combinacién de -una auxina en
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demigﬁtta que el género Datyra no responde de

é,iﬁddccién de la morfogénesis como ocurre en la

r thxjixg'mcdinnfe la variacién de las proparcionea
- relativas. de éﬁxina:citocinina. En otras investigaciones que fe

raéiiz;ﬁo_ﬁdbre la morfogénesis en el géners Ratura variocas

ores ‘han encontrade que en lo que a caulogénesin se

refigre{ :i;s tratamientoa éptimos han sido en la mayorfa de loa
cazsos cuando me emplen alguna citocinina sin la combinaclén de
upqwghxlﬁa (Engvlid, 1973} ‘Hirakea y Tabata, 1974 citados por
: T?lick et al. 1987). La tinlca excepcidén reeulta mer al trabajo de
Sapory y Hahesuari (1976, citado por Flick et al., 1982) donde el
mejor tratamiento morfogénetico (caulogénesis) ae obtuve con la
combinaciﬁn de una auxina con una citocinina (9,3 (pH] de K vy 9.3

fuM} . de adenina, es decir conh una proporcién sauxinaicitocinina

1:1 utilizando tallo y hoja de plantas hapleides de D. inaxia.

Regpecto a la callogénesis (peso seco y peso fresco}, también

resultd contrario a lo esperado,. ya gue, en todos los casos log

tratamientos significativamente formadores de callc resultaron en

la proporcidén auxinaicitocinina 1117°(grdficas 1 - 14) ¥ no en los

yrhratamientos con proporcidén auxinaicitocinina > 1 tal y como  ha
oénrridp en 38 de 42 especies Bolandceas cstudiadas {Flick gﬁ
al., 1982}, Renulta indudable que el regulador del crecimiento
¢on un mejor efecto .en lu callogénesis es la auxina 2,4-D° a la

concentracién 1.0 {kM] (Flick st al., 1982).
. Lasx notables propiedades biodindmicas de D. gtramonium la

hacen Bbjeto de " aprovechamiento en sistemas agronémicos de

119



explot&cién. é tin de obtener los satisfactores fnrmacolégicos

,que se’ derivnn de esta especie, sin embargo, las particularidndes'
bioldglcaa de eata especie constituyem una dicultad pnrn
de 1a nanera nés productiva poaible.

"yof_ un. -lado D,  stramopjum es una éﬁpecie

" de un ciclo reproductivo aexual.
s VE", e;ﬂ cIc}o reproductivo sexual,;
_d?apuéé de la  fusién de, los . gametos
poqtériornentc ae desarrollan‘en semillas.. S
"En _este caso.las pléniulas ngan:genéf#cqgéhte
eada - yna de ellas fepreaentn unb.nueva cbmbinAg;%
gener braducldo por la meiosis. ‘ :
La heterogeneidad genotf{pica en poblaciones’ o

destinadas a su sprovechaniento ¢comercial resulia'des&e'el pun

de vista productiveo una importante desventaja.
El otro inconveniente que representan las purticulnrldndes
Siolégicas de Datura stramonium para su explotacién agronémicn,
surgen - de 8u naturaleza autégauna, R
Lias eapecies que pregentan reproduccién autégams {automixisg)

“tienen la particularidad de manifestar una muy nlta_'#lnstiéid;d-:::'
fenotipica, 4que es la habilidad de un organismo individual de
"alterar su mnorfologfa y/o fisiologfia en respuesta a cambios en
las condicionca ambientnles. Exiaste una relacitén inversamente
proporctonal entre la plasticidad fenotipica y la heterocigocidad
génica, de modo que especies con heterocigocidad baja tienen una

rlasticidad fenotfpica alta, (Schlichting, 1986), ademds de que
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&8 ",:‘prop.ip q‘l‘l"g‘;l‘lﬁl eéﬁeciés autégamas presenten un alto indice de
«ﬁEdémhinﬂéléh:geﬁétié; (Radford, 1974), eato ez un mayor nimero
;He'fagcuénc{éé E;'kenés intercnmbiados entre cromdtidas, hermanas
“ernhief}é'ﬁ;fbf;aé de la divisién meiética. En este caso las

. plﬁﬁﬁpias%'séfgn Vgenéticamente variables y cqu una de ellas
";epreéeﬁég'ﬁﬁﬁ(n;;va cdmblnaclﬁn y arreglo de genes pr;ducldu por
4__15:;;£}§§}é;7; L;; que - se’ traduce en una mayer HEgerogenaidnd

gennhipicu de la poblacién.

Por . ‘todms. estas caracter{sticas, Datura gtramonium al ser

utiliinda en un sistema de explotaciﬁn agrungmicu heterogéneo, ae’

mu#ifextaria su 'hlta“plaéticldnd fénotkpicn‘ variando en. sum
caracter{sticas fiaipléxiéﬁs y morfologicas, afectando en
cansecuencia su  productividad - ¥ rendimientos. {produccidn
de alcalaides}.

La reproduccién autégama en D.: stramoanium es fécilmentg
reconac!ble debido a la prea?nciu de varios rasgos de su biologia
reproductiva , tales como: ~a) anteras adyacentes al estigma,'b)
anteras introrsas, c¢) corola funeljiforme (Radford, 19#4)‘ !

Ademds ‘del hecho de prescntar en las anteras una

,dehisééhcia'langitudinal hacia el Estikmm ;evci; qge en. el cnréo
de gu evolucisn esfa espacie ha llegado a ser uha-eapecle' qutq{
compatible (Solbrig, 1970}. '

Esta caracterfstice aunada al hecho ‘de que la .ﬂehiscancin
ocurre cuando el estigma se encuentra a la misma altura que les
anteras, lo c¢ual asequra la autopolinizacién y disminuye la
posibilidades de una polinizacién cruzada, tal y como ha acurrido

en las variedades cultivadas de Lycopersicon esculentun
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(Salanacene) que sun eutructuras flornles se hun modificado en su_

pruceao de ! domesticacién deade formua j ancestrnles-} auto-

incompatlblea

del eptignn} hnciu vnriedadcs anto campntlblea donde el estigmn -

EL knéﬁintbq n.la misma altura de-las anteras {Rick, 1575).

‘La~- mlcropropagacidn clonal magiva permite superar los
inconvenientes que se derivan de la reprqduccidn endogémicu, {con

aﬁtéﬁfxia) bomh 1o es 15 alta plasticidad fenotipica debida a‘la

: baja hetefccigocidnd géﬁlca{ asf como la variabilidad genétién o

propia de los ciclos reproductivos gexuales.

La ‘reproduccidén vegetativa, permite que las carhcgerigticgs

gehétlbun individuales de wuna planta son perpetuadas;..po
crecimiento y multiplicacidén de las células en las cuales ios

genes son copiados exactamente por divisién mitétlén. bor'ig,qhe

cade planta-producidn per este método puede ger consideindn-‘éoma’J

una extensién de una linea celular somitica de un solo individuo

un. grupe de tales plantas producidas asexuaimente eé llamada'
clon.. {George y Sherrington, 1984), hecho de grén imbortnncia

cuando sae busca homogeneidad en las propiasdades de lnéi'ﬁinnths-

sujetas a sistemas de explotacién comercial.

Sin embargo, pura conseguir la homogeneidad dgi{osrggpptipég;

Wan iosrofganfanus clanados se debe poner atencién al método: de

propagacién euwpleado, ya que las plantas que derivan -de

meristemos, Apices y yemrs, 8on generalmente genntlpicamente

homogeneog, 1lo que indica estabilldad genética. -La vasta nayqr(n
de todas las plantulas regeneradas a partir de merjsteﬁos se han

encontrado que permanecen en su condicién dipleide (Ancora et

ale, 1981; #Hasegawa et al., 1973; citndos por Hu, 1983,

bido 'a la posicién ‘de laa Anteras mAs alejadns n:

,,QL
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Murushigé. 13974.). Las plantss regeneradas a partir de cultivc_

de dpices han moatrado su catabilidad genétice (D'amato, 1975}

Horéi. ;975: Murashige, 1974 citados por Reiach, 1983}, aunque.'

anaidnnlmente han mostrade variaciones {Bush et al. 1976; Denton

. ;& él."1977 citados por Reish, 1983), la estobilidad geﬁétién’do

~“ima-"plantas  regeneradas a partir de dpices se debg a-que:-.en

esta estructura la divisién celular y la replicacién de DNA estd .. =%

estrictanmente controlada 7 que las células que sec encuentran

afectadas . en su capacidad reproductora {con defectos genét;coé)f

ﬁon eiiminadas por competencia fD'nmato. 1877, citado por Réiséh. ;

1983). ~

Cﬁundo la micropropagacién inveclucra un estado 1nte:medioi
de callo, la - frecuencia de cambios genéticos se  ha ;iutal
1nééemehtkda egpecialmente en poliploidias 'y aﬁeupl&idias;
(Bayligsa, 1973; Mahlderg gt al. 1975 citados por Hu, .1983). Eatcs
métodos de regeneracién que invelucran un pasc a traves de tgj;do;
indiferanciade (callo) han llegado a ger una nueva y Gtil faente_
de variacidn genética. Esta variacién producida pof el uso de de

eatos métodes de regeneracién vegetal we 1l ha dsnominade”

variacién gomaclonal (Reisch, 1983}).

De lo anterior as concluye gue en vista deb"lna:

particulﬁridndés bioclégicas de D. styamepnium ¥ las virtudes de la

nicropropagacién clonal resulta conveniente la utilizacién . de

egtos métodos de propagacidén a fin de superar ‘- estos
inconvenicntes 'y permitir el aprovechamiento - 6ptimo de este

valioso recurso genético Mexicano.




7 0 CONCLUSIONES.

’-)' Se apllcaron los métudon y técnicns de [sB8 f.Y.i a 0.

g&xgngnjgm obten&endose resultados que pernittr&n JeYl @e}or'

aprowechnmienco ,;u.uro .de este importante re.u:so' genégico

mexlcﬁno."

2.—} ’§e" daterminé el efecto 'morfogenético én embriones

iaisétxcos de D, “stramedium.  de. dos auxinas {ALAANA) 'y dos

citocinxnas :{BA.K) 8. diferentes concentraciones, ﬁrupbrcioncs':

‘relativas’y combinaciones de ellas. La'catacteriznciéh del ‘efccto

‘morfegenético " se . determiné eveluando la deneracién de' -callo

[‘{peso ‘fresco y ‘peso seca). y contando la formacidn de . npove' de -

Talces, 'y bropes.

El peso seco y Presco de callo que se observé, fue . generadd

principalmente bajo la influencia de las auxinas cuyo efecto fue
altamente significativo (#*#) especislmente cuando la  auxina
utilizada fue ANA, En cuanto a la interaccién asuxina /citocininay
-fue altamente aignificativa en casi todous los cases vy existieron
. nuperosos cpsos de sinergisme en la callogénesis.
La rizogénesis fue principalmente promovida por las aurinas,
especlinlmente ANA, que fue 1o hormona cuya vizogédnesis fue
i significativamente més alta, mientras aue la auxina AIA no mostrd
diferencias significalives. El efecto a:IIBE Eimocininas fue
inhibitorio de la rizogénesis, la de mayor efecto inhibitoric en
1a rizogénesis fue la BA.,  La interaccién auxina/citocinina fue
altamente significativa perc antagénica de la rizogénesis.
Ls generacidn de brotes adventicios (caulogénesis) fue
significativamente mayor bajo el efecto de Ia citocinina BA -que

la cinetina X, por el contrarioc, el efecto de las auxinas en la
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'~,cAuiogEneaia fue de inhibicidn, ya que " al increwmentar la

‘,.cohcehtrncién micromolar el.nﬁmero de brotes tiende a di—ﬁXQUXr]

: ne'_uBservé'efeéto antagdnico sntre auxinze y citocininas “cuande

g "utilizaron en combinacién a diferentes ‘proporciones ¥.-

;combinaciones. -

3.~} La caracterizacidn del efecto morfogenético dnrdiQéréps”"

reguladores .de crecimiento tiens una de  sus més importantes

- aplicaciones en la regeneracidén vegetal, la cusl pdra, poder .

' llevarse & cabo es indispensable determinar qué regulidores de.

crecimiento y en qué concentraciones, proporciones ¥y
combinaciones pusden preducir ¢l wamejor efecto worfogenético
(Ijeseado. a partir del andlisis estadfatica practicado a iog datns
obtenidos, podemos concluir que:

Para Datura siramoniugm la rizogéneats es mds eficientemente

producida  por la  auxina ANA, o la concentracién 1.0 {pH! en

ausencia de citucininas ya que su combinacién con las  suxinas

tiene efecto antagénico.

La caulogénesis resulta sisnificntivumenté esatiaulada por la

citocinine BA, especielmente a le doncen;raéiﬁn lofp;[uﬁlrslnllam,,r -

combinacidn de auxina aiguna.-- :
Las auxinas sos los fitoregulnddres que determinﬁn la
callogénesis, de las auxinas empleadaa AlA,ANA de estos el -dcido

nnftalenncéficu {ANA)} resulté el promotor mAs significativo de la

callogénesis, en todos los casos en gque se evnlué el callo (peso

fresco- y pesc- seco} La interaccidn auxina/citoecinina mostrd
diterencias significativas debidas al tratamiecnto .y existieron

varios ' casos  de .efectos sinergi{sticos en la callogénesis de
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los fitoreguladores empleldcs.’ Vla cdmbinact&ﬁ ﬁérmnhal ;mé;;r
callogénica {ue AVA/BA en sus concentracinnes 10.0 y 1.0 TuM)
respectivanente, ~sin embargo 1el‘ tratamiento mas cnliugéh&cc
significativamente dlferente' ccurrid en la’ cnmb!nacién ALA/BA-’
{1:0 {pM] de BA. 7 10.0 (pH} De AIA). s o

4,-} De las esnclusiones anterioreg ase puede' der&var"ln“.
p;imera aplicneién préctica cuya aportacién sertk eni ,ia‘ 
regeneracion vegetal en una metodologia de micropropagacidn p;rh
D.  stramoniwm, ~a continuacifn se propone un mod@lu' de
sicropropagacién dé acuerdo o Murashige (1974). N
R . ETAPA 1. ,

i.;ﬁ.:Eatéfiliiacfén y diaecclén de emhrxonea maduroa de. D.

: ' ETAPA 11, :

ii.-) Cultive Ln vitro de los embrianes aialndas en medxo H Si
Adiciqnado con- 10.0.[uM] de BA, .con el proposito de lnducir
brotaciones miltiplos, o ; ’

iii.—) Subcultivo de:los broten obtenidou en el nismo medio

de cultive utilizedo: .en. el vinciso ii.-) parn\;,increncntar

geométricnmunte el nimero da: indi\ ldHOB (opcionul).

ETAPA ITI.

ivi-} - Alslaniento y aubcultiva de los brutas enmmedio Mis.

suplementado con 1.0 [uM] de ANA para promover lﬂ r
los brotes y obtener plantas completas.

ETAPA IV..

v.=) Transplante  de las~’p1§g§as obtenidas

condiciones de invernaderg ¥ pnstgrigr vuilimatuclén igyie‘_l'bs

individuos,
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Apendice N' 1 Medio de Cultivo MS (Hurashige and Skoog, 1962).

MACRONUTRIMENTOS ,
NUTRIMENTO. mg/1 10% (/10 1)
4 3
NH NO ----r---n- ~r=1650,000---r----ceccer--v—~18,500
3
KNO ~-esoemc—ccaae- 1900,000--c--coceemmomaan
HgSO - TH O----cowree 370.000---w--r—cemcmmncene
KH PO -----emommmeem 170,000---—=ecmrmcmm e
SO0LUCION DE CLORURO DE CALCIIO.‘ :
NUTRIMENTO. mg/1 1
2-2

CaCl 2 Oemmemcce=eeqgq0,000~ mmrenueaes

MICRONUTRIMENTOS .
NUTRIMENTO. mg/1

--188,960
---88,000

Na MoD -@H O-2-o=: csc e Sacisemee2,500

N R BUSR  E 0.250

CoCl *BH Or-cmo=mmowne 0,025 mmmm e e 0.250
SOLUCION PERROSA QUELATADA.

NUTRIMENTO: = == - isgfLl . . 10X (Mg/10 1)

NBEDTA===mmommeaano “=37,T00==rremenmememnee-=373,.000

FeSOQ-7H20--------;--27.800---f-------- ------ 278,000
COMPUESTOS ORGANICOS.

NUTRIMENTO. ng/1 10X (mg/10 1)

Inositol,~~==v=ro—mm 100.,000----rmwremee e 1000.0

Acido Nicotinico,----- 0.500 -;5.0

Piridoxina HCl.-~-~---

Tiamina.,------cec=co=-

Glicina,------=w-==a-=

Sacarossa 30 g/l




Apendice N' 2 Tincién de Grem. (Modificade por Hiecker, 1957)
1.~Reactivo de Cristal Violeta-Oxalato de Amonio, E
Solucién A,

CEABYAl VEOLobasoeesnrsnssensenens 0.2 gp 0 0 iAot
Alcohol etilico al 96 %evoueres,200.0 0l . o :

Solucidén B, COER
Oxalato de Amonio.. Feerie 0,8 gD
Agua Destilada....:.ovvviievaiss 08030 ml:

R

Combinar la Solucién A con la Solucién B. F‘lerﬂr iffehﬁiar 24
horas antes de utilizarse. ; fRi :

2.~ Solucién de Lugol. :
Solucién;A )

Todossisssasrtianssnsnns
Iodurc de Potasio...
Agua Destilada...cvrevsvern

Solucién B : N
NaHCO3 al 95 X .............-..--.-;60 o ll

Combinar 1la Solucién A con la Solucidn B, Flltrur y reposur 24
horas antes de utilizarse.

3.- Alcohol etflico al 96 %.
4,- Safranina para Tincién de Gram. (Sigma).
Técnica de Tinciédn.

1.~ Preparar un frotis de la cepa y dejarla secar

2.- Cubrir la preparacién con la solucién de crlntal,vioiéia-,r
oxalato de amonio, por un minuto.
3.- Lavar.

4,- Exponer la preparacién a la solucién de Lugol por un minuto

y lavar,

§.~- Decolorar con alcohol etilico al 95 ¥ durante 45 segundos,

lavar con agua.

6.~ Aplicar el ceolorante de contraste (Safranina) por 30

segundos, lavar con agua,
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