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INTRODUCCION

El presente trabajo se realizd con el objeto de
examinar la accidén de la substancia vegetal llamada
fitohemaglutinina en la regeneracién de la planaria

Dugesia dorotocephala. La fitohemaglutinina, también ’

denominada Lectina y representada por las siglas
P.H.a. (iniciales del nombre en el idioma inglés), es
una mucoproteina parcialmente purificada. Se la en_
cuentra en la mayoria de los vegetales, pero se aisla,

principalmente, de las leguminosas como Phaseolus vul-

garis L., utilizando una modificacién del método de
Rigas (1955), la P.H.A., se ha extraido de 420 especies de
leguminosas, y se localiza en todo el vegetal pero en ma_

yor proporcidén en las semillas.

Por otra parte, esta substancia ha sido estudiada, tan
to en criptdgamas como en fanerdgamas, encontrindose en
una proporcidén mayor en la Clase Basidiomicetos, Dubovéy

(1966).

La propiedad de la F.H.A., que la hace importante en citolg
gia es la de aglutinar a los eritrocitos o glébulos rojos
de ciertos animales, incluyendo al hombre.

Bird (1963), hizo una diferenciacién de eritrocitos de



algunas especies animales, utilizando extracto de
P.H.A. de diferentes semillas, de acuerdo con su afi_
nidad a los diversos tipos de P.H.A.

Otra propiedad muy importante de la P.H.A., es la
de presentar una accidén mitogénica. ZEsta propiedad

ha sido descubierta en la P.H.A. de Phaseolus vulga-

ris, la cual ha sido utilizada en diferentes investi_

gaciones como en "cultivo de tejidos" humanos.

Zeck (1966), ha empleado la P.H.A. en tres ciliados

diferentes Bursaris truncatella, Stentor coeruleus y

Paramecium, en donde obtuvo una reduccidn del periodo
intermitético.

_Agrell (1966a, 1966b,) trabajando en Acanthamoeba,
observd que, afiadiendo P.H.A. al medio, se vroducia
un aumento en la multiplicacidn celular durante més de
cinco generaciones. Pero también al agregar una solu_
cibén salina este aumento se observd nuevamente sin
P.H.A. Sin embargo, este autor acepta que la accidn
mitogénica pudo haber sido debida al resultado indirecto

de la P.H.A.

Los estudios realizados por Nowel (1960), sugieren

que la accibn de la P.H.A. sobre los leucocitos no esti_
mula directamente la mitosis pero predispone la trans_
formacién de los monocitos y linfocitos grandes a un es
tado capaz de divisidén. Por otra parte, las células

de la médula bsea y los blastos de leucemia, mostraron

un aumento en la actividad mitdética en pocas horas, ba_
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Jjo las mismas condiciones de cultivo "in vitro". Esto ha_
ce pensar que existe un periodo de latencia largo y otro
corto que determinarian el estimulo mitogénico. En el ca
so de las células de la médula 6sea, cuya divisidén celu_
lar es muy frecuente, responden a la estimulacién en po_
cas horas. Este hecho no se observa en otras células, por
ejemplo en las del higado, las cuales no tienmen como fun_
cibén primordial la de dividirse, ya que este tipo de célu_
las responden solamente después de un periodo de latencia

largo.

Naspitz (1968), utilizd la P.H.A. en cultivos " im vi_
tro" de linfocitos a diferentes concentraciones, observan_
do cue durante periodos cortos de 35 dias, las concentra_
ciones de 0.1, 0.3 y 0.6 tienen una accién semejante; pero
en periodos largos a concentraciones de P.H.i. de 0.1y

0.3, el mantenimiento de los linfocitos era méds eficaz.



MATERIAL Y METODO

Las planarias examinadas pertenecen a la especie

Dugesia dorotocephala. Fueron colectadas en el Jardin

Botdnico Exterior de la Universidad Nacional Autdénoma
de México y mantenidas en el laboratoric en recipientes
que contenian agua electropura, la cual fue renovada
cada tercer dia. Se les alimentd dos veces por semana,

con higado de res licuado.

El disefio del trabajo comprende, bdsicamente, dos
grupos experimentales: el primero, sin fitohemagluti_
nina (P.H.i.) y el segundo, con fitohermaglutinina.

En este Gltimo, se utilizd la substancia en solucidn
acuosa (agua purificada al 8%) para lo cual, se selec
cionaron planarias cuya longitud oscild entre 1.5 §

2.0 cm. Se cortaron transversalmente en la zona compren
dida entre la faringe y las auriculas, ya que ésta es de
fécil localizacidén, y ademés, presenta una mayor superfi

cie para la regeneracién.

A partir del momento de la separacidén de los frag_
mentos cortados, el animal empieza a regenerar la parte
mutilada. al cabo de cierto tiempo, se inicia la forma_

1
cién de una cicatriz caracteristica en la zona del cor_
te, denominada blastema, este tejido estd formado por c§

——



lulas indiferenciadas o neoblastos, las cuales se encuen
tran distribuidas en todo el parénquima de la planaria y
emigran hacia el sitio del corte. ZILos blastemas utiliza
dos se formaron a expensas de los fragmentos anteriores

que dan origen a la regidn posterior del animal.

La divisidén mitética de los neoblastos del blas_
tema fue detenina con colchicina en la etapa denominada
metafase. ILa interrupcidén de la cariocinesis en la fase se
Balada, se verificd en diferentes horas a partir del mo_
mento en el que se inicid la regeneracidn posterior
al corte, estos tiempo fueron: 35.15 horas, 38.0 ho_
ras, 40.0 horas, 43.0 horas, 4630 horas, 50.0 horas
¥y 55.0 horas para el grupo control (sin fitohemaglutini_
na); en tanto que los tiempos para el grupo tratado
fueron a 5.0 horas, 15.0 horas, 19.30 horas, 24.0 ho_
ras, 38.0 horas y 45.0 horas, a partir del momento de
la diseccidébn, durante las cuales las planarias perma_
necieron en la solucidén de fitohemaglutinina M (Difco

Laboratories, Detroit Michigan. 0528-56).

Una vez terminado el periodo de regeneracién a cu_
yo nivel se desea analizar el blastema, las planarias
fueron transferidas a una solucién acuosa de colchici_
na al 1% durante tres horas, con el fin de inhibir 1la
formacién del huso acromtico. Posteriormente, se fi_
Jjé el material en alcohol acético (3:1) durante un tiem
po no menor de 20 min. En este momento, se separd el blaste

ma del resto del animal. Una vez efectuado ésto, se qui

- 5 -



td el excedente del material y se prosiguid a hidrolizar
el material en &cido clorhidrico normal, durante 15 min.
a temperatura ambiente. La tincién se efectud utilizando
las solucipnes I y II a base de aceto-orceina verde Janus
B, obteniéndose buenos resultados. Para umamejor disper_
sidén del material y facilitar el conteo de las células,
se realizd una presidén ("squash") sobre la preparacidn, a
la cual se le habia anadido, previamente, una gota de 4ci
do acético al 45%. Una‘vez que se hubo deshidratado y
montado en bélsaﬁo del Canad4, fueron seleccionas las me_
jores preparaciones, tomando en cuenta la separacidn de
las células, asi como su colocacidén en un solo plano para

facilitar su conteo.

Se contaron aproximadamente 5000 células en cada uno de
los periodos de formacidén del blastema, dentro de las
cuales se observd un porcentaje de células en metafase,

y de este modo se obtuvo un indice mitético para cada uno

de los periodos de observacién.

El conteo se efectud muestreando las preparaciones por
medio de lineas imaginarias paralelas en sentido horizon
tal con intervalos de cinco campos entre si, recorriendo

las preparaciones de izquierda a derecha.



RESULTADOS ESTADISTICOS

Los resultados obtenidos en los experimentos, con y
sin fitohemaglutinina, se encuentran concentrados em el
cuadro nfimero 1 (ver apéndice A). Las columnas nmero
1, contienen las diversas horas de observacibén; las co_
lumnas ntmero 2, el nlmero total de células observadas
en cada uno de los periodeos y en las columnas nfimerc 3,
el nlimero o frecuencia de células en periodec de metafase.

Como no se examind el mismo nlimerc de células en cada
una de las horas, fué necesario obtener cifras relativas,
es decir, el nfimero de células en metafase por cada 1000
células observadas. Esas proporciones llamadas indices
de metafase se calculan en cada hora de observacidn. Se
.multiplicé la frecuencia de metafases por 1000 y dividien
do este producto entre el niimero de células contadas. Los
fndices de metafases representados con las letras (IM) se

expresan asfi:

N x 1000
T

IM=

8 s v 000N (1)
donde K es el nimero de células en metafase y T el nfimero

total de células contadas en cada una de las horas de ob_
servacidén; por ejemplo, en el experimento sin fitohemaglu
tinina a las 43 horas después de haber sido cortadas las



planarias, se observaron 65 células en metafase de un to_
tal de 4074 cé&lulas, El Indice de metafase corresponde a
este periodo de observacidén (aplicando la férmula ndmero
i1
IM43 . 5.5 x 1000 _ 15,9
4074
el subindice 43 indica la hora cuando se efectud la obser_

vacidn,

De este modo se calcularon los indices de metafases co
rrespondientes a cada una de las horas de observacidn en
los tratamientos con y sin fitohemaglutinina., Los diver_
sos indices se concentran en el cuadro nimero 2 (ver apén
dice 4A).

Partiendo de la informacidém contenida en el cuadro nfi_

mero 2, se realizd el andlisis matemdtico de los datos. Es

te andlisis comprende la aplicacidén de una serie de métodos
estadisticos que, en términos generales, podemos resumir de

la siguiente manera:

a) la descripcidn del fendémeno mediante una serie de
estimaciones de los pardmetros: la media aritméti_
ca (X), la desviacidn esténdar (S) y el coeficien_
te de variabilidad (V).

b) el cdlculo de medidas de seguridad y confianza, ta
les como el error esténdar de la media (SX) y
error est&ndar de la desviacidén esténdar (Ss),

¢) La interpolacién de la curva tebrica del fendmeno
de los valores observados en el laboratorio, A4si



mismo, se establecid la relacidn matembtica que de
fine la funcién existente entre los indices de meta
fases obtenidas y las horas de observacién, conside
radas como variables dependiente e independiente,
respectivamente,

d) representacién gréfica de los valores en un plano
de coordenadas cartesianas.

e) la aplicacién de la X2(Ji-cuadrada) para probar la
"bondad de ajuste" entre la distribucidén del fendme_
no observado con respecto a la distribucidn tebri_

ca del mismo,

f) finalmente, la aplicacién de la prueba t "student",
para Jjuzgar si la diferencia existente entre las
distribuciones de los experimentos sin y con fitohe

maglutinina, es significativa estadisticamente.

Para ilustrar esta secuencia, tomaremos los datos del
experimento control (es decir, en el caso de no haber usa
do fitohemaglutinina)., ZEsta misra metuiologia es segulda
en el caso del experimento con fitohemaglutinina; por es_
ta razdén ya no explicaremos cada uno de los pasos, limi_
téndonos a presentar en cuadros los resultados de los
cBlculos,

Antes de iniciar la exposicibn, es necesario enfatizar
un hecho que constituye la base de la metodologia seguida.
Examinando la columna que contiene los findices de metafa_

ses observados en el experimento sin fitohemaglutinina



(cuadro nlmero 2), a las 35 horas 15 minutos, el {ndice
es de 5,7, a las 38 horas este indice se encuentra a
11.4, a las 40 horas prosigue este aumento a 13.5 y a

las 43 horas el indice es méximo, a partir de este pe_
riodo lejos de seguir aumentando, disminuye paulatina_
mente hasta llegar a las 55 horas a 11.1. En otras pala_
bras existe un perfodo de observacidn que se localiza a
la mitad de la escala donde el f{ndice es 4ptimo; a medi_
da que nos alejamos de este periodo central, es decir,
nos aproximamos a los extremos, el indice disminuye. Si
guiendo la terminologia impuesta por los estadisticos,
diremos que los fndices de metafases en el experimento sin
fitohemaglutinina se distribuyen normalmente.

En el experimento con fitohemaglutinina éste se repite
y por ello los fndices mitdéticos también se distribuyen
normalmente.

Es importante hacer notar el concepto anterior ya que
la teoria matemitica de los métodos estadisticos aplica_
dos, se basan en este hecho y son utilizables a estos ca_
sos, para mostrar como se han obtenido ciertas cifras que
constituyen el punto de partida del andlisis estadi{stico,
elaboramos el cuadro nimero 3, (ver apéndice 4).

Como se hizo en los cuadrqs nimeros 1 y 2, la columna
marcada con la letra X, representa las diversas horas de
observacidén; la siguiente columna deéignada con la letra
Y muestra los indices de metafases correspondientes a ca_

da X; la tercera columna denominada xz,se obtiene multi_



plicando cada X por si misma, es decir, elevando las

equis al cuadrado, por ejemplo:

35,152 = 35.15 x 35.15 = 1235.5225

La columna XY constituida por los productos de cada X

por su correspondiente Y; esto es:

35.15 x 5.7 = 200.355

y la iltima columna X2Y, se obtiene multiplicando el cua_

drado de las X por su respectiva Y, es decir:
1235.5225 x 5.7 = 17042.,4782

los valores contenidos en la 2a., 4a., y 5a. columnas se
suman, E;tas cifras estén contenidas en la iltima hilera
titulada "totales".

En este paso incluimos un nuevo simbolo algebraico“i’
(sigma maytiscula, letra del alfabeto griego) que se lee

"suma de valores". Esto nos permite resumir los datos co_

mo sigue:
£Y = 7.9
SXY = 3403.155
$¥°Y = 153480.1982

La suma de todos los valores obtenidos multiplicando

cada X por su respectiva Y 8 SXY es elevado al cuadrado.
€X1)° = 3403.155 x 3403,155 = 11581463.954

Este cuadrado se divide entre la suma de todos los indi_



ces 027

2
%L. ﬁi%"g‘%l = 150604.2126

Como se ha establecido en parrafos anteriores, estos
totales son el punto de partida de las estimaciones de
los parametros que definen o caracterizan al tratamiento
sin fitohemaglutinina, A continuacidn ejemplificaremos
estos cilculos,

Esencialmente, nosotros deseamos saber qué periodo
de observacidén es el Optimo, es decir, a qué hora se ob_
serva el mayor nimero de células en metafase. Estadisti
carente, &sto corresponde al punto mis alto de la curva
que representa al fendmeno y el problema se resuelve esti
mando el periodo de observacidn que corresponde a este
punto. En términos probabilisticos, este punto es llama_
do la media aritmética que representaremos como (X)
(equis barra) y definiremos como el cociente que resulta
de dividirse XY (suma de productos del perfodo de obser_
vacidn por su indice de metafases) y Y (suma de los in
dices). Utilizando la simbologia establecida, se expresa

as{:

=XY
2Y

sesssssasan (2)

Ll
1
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aplicando la férmula nimero 2, tenemos:

X 403 ,1
2 %ﬁi = 44,2543

es decir, gque aproximadamente, a las 44 horas 15 minutos
existe el miximo nlmero de metafases,

Ademés de calcular la media aritmética cuyo significa
do biolégico ya se explicd,necesitaremos, para aplicar las
pruebas de significacidén citadas en el inciso (f) (pagina
9 ), una estimacién de la medida de dispersidén de los di_
ferentes periodos de observacibén, con respecto a X. Esta
medida de dispersién se denomina desviacién esténdar y re_
presentamos con la letra (S); su valor se obtiene resténdo

le a SYX® el cociente (ZXY)2 , esto es:
<Y

(3 XY)?

2
Ifx -~ Y

®evoesvvnvoed (3)

cantidad que recibe el nombre de "suma de cuadrados" y que

representaremos con la abreviatura SC,

5C = 153480.1982 - 150604.2126 = 2875.9856

Dividiendo la férmula nfmero 3 é SC entre =Y, obtene_

mos la varianza representada con la letra 82

e - SC
IY Pevecosnsse (4)



substituyendo en la férmula nfimero 4, tenemos:

82 - 2872:2126 . 37.399

Por Gltimo, la desviacidén esténdar 6 S, es la raiz

cuadrada de la varianza S2

3 2
S=/ 5 (5)

@ecsscssacer e

en consecuencia

S =y37.399 = 6,154

Para poder establecer comparaciones en relacién con el
grado de variabilidad entre los fendmenos analizados, es ng
cesario, obtener, ademds de una medida de dispersién en va_
lores absolutos (como es la desviacidn esténdar), una medi_
da de dispersién en términos de valores relativos o porcen_
tuales. Esta medida de variabilidad relativa se llama coe_
ficiente de variabilidad y se representa con la letra Vi su
cflculo se logra multiplicando la desviacién esténdar por

100 y dividiendo el producto entre la media aritmética.

Y= SilOO

X
RSO O ()

aplicando la férmula ntimero 6, tenemos:
Vv _ 6411 % 900

44,2543
es decir, el porcentaje de variabilidad del fendmeno sin



fitohemaglutinina en relacién a su media aritmética es
de 13.8%.

Con las estimaciones de X (media aritmética), S (des
viacibn esténdar), V (coeficiente de variabilidad), com_
clufmos el primer paso citado en el inciso (a) (pégina
8). Ahora procedemos a establecer los intervalos de
confianza sefialados en el inciso (b). Para el cllculo
nos fijaremos previamente, el 95% de seguridad, el limi_
te aceptado unénimemente en trabajos de investigacién
biolégica. El error esténdar de la media aritmética es_

t4 dado por la férmula:

escco0csene (7)

dfndole valores numéricos a las literales, tenemos:
=, &l . oo

como hemos elegido el nivel de 95% de seguridad, multi_
plicamos ESX por 2

2EST = 2 x 0,7 = 1.4

entonces el intervalo de confianza para X es:

X = 2 ESY = 44,2543 % q.4

que nos da un intervalo cuyo limite inferior es:

X - 2BST = 44,2543 - 1.4 = 42,8543

- 45



y el limite superior

¥ + 2ESY = 44,2543 + 1.4 + 45,6543

En forma andloga, calculamos el error estindar de la

desviacibén esténdar dado por la relacidn:

S

23Y c8)

ESs =

Las férmulas nimeros 7 y 8 pueden prestarse 2 confu_
sién. Sin embargo, la diferencia estriba en el denomina
dor, mientras que para ESX es la rafz cuadrada de 1Y, pa

ra ESs es la rafz cuadrada del duplo de 1Y,

Substituyendo en la relacién nfimero 8

ESs - [ T 6.11 0.4

" AEYes N R T

pero como seleccionamos el nivel d:l 95%, tenemos:

2E8s = 2x04 = 0,8

por lo tanto, el intervalo de confianza para la desvia_

cibn estdndar es:

8 I 238e 61208

cuya interpretacidén bioldgica es la misma que la de ESZX,

Una vez calculados los intervalos para la media y des

viacidn esténdar, es decir, el error estdndar de la media
v de la desviacién esténdar, respectivamente, procedemos

!
A
()]

|



primero a calcular e interpolar la curva teftica del fe_
némeno. Ia relacién existente entre la hora de observa_
cidn (x) y la frecuencia de las células en metafase, ex_

presadas por el indice mitdtico (IM) es la siguiente:

N 1 (
f(x): e
S/2<r 2

x—i)
S

L NENPPE |
donde X es la media aritmética, S la desviacidn esténdar,
“T = 3.1416 es una relacidén de circunferencia-diémetro y-
e = 2,7182, es la base de los logaritmos neperianos,

El empleo de esta fdérmula ha sido considerablemente
simplificado. Existen tablas gue contienen las ordenadas
de la curva normal. Estas tablas indican la altura de una
ordenada correspondiente a la curva normal: esta ordenada
estd determinada por la distancia existente entre la media
aritmética y el punto que se desea conocer, expresado co_
mo un porcentaje de la ordenada mixima, Ia distancia de
la media aritmética se expresa en términos de la desvia_

cién esténdar, como sigue:

(X=X
S
s e escovoenve (10)
En el cuadro nimero 4, columna 1, estln las horas de ob

servacién, En la columna nlmero 2 se restd algebraicamente a

las horas de observacibén la media aritmética. En la columna

L



nlmero 3, se dividié esta diferencia entre la desviacién
estédndar, obteniéndose la fdérmula nimero 10 8§ distancia
de la media aritmética a un punto deseado en términos de

la desviacidén esténdar, (ver apéndice A).

Para calcular la frecuencia tebérica de la curva nor_
mal elaboramos el cuadro ntmero 5 (ver apéndice A). En
este cuadro en el que la columna 1, gz;tiene las desvia_
ciones; columna 2, la altura relativa de las ordenadas,

Por ,ejemplo, para la primera desviacidn de -1.48, las dos
primeras cifras omitiendo el signo, es decir, 1 y 4, se
buscan en la columna titulada x de las tablas de ordenadas
y la tercera cifra, es decir éf'en la columna 0,08, El nﬁ_
mero localizado en el cruce de la hilera 1.4 y la columna
0,08, igual a 0.,3354, corresponde a la altura relativa de
la ordenada del punto que analizamos, de este modo se ob_

tiene el resto de la columna nimero 2,

Para obtener la columna 3, primero determinamos la re_

=

donde N es la suma de los indices de metafase 6§ =Y, S es

lacidn

chsbpessans  CIT)

la desviacidén esténdar y C es el tamafio del intervalo.

Substituyendo en la relacidén nimero 11, tenemos:
c -g- = 488 ( 6: ) = 16.98

este cociente se multiplica por cada una de las alturas



relativas de las ordenadas, o sea, multiplicamos cada uno
de los valores de la columna 2 por el resultado de la fér
mula ntmero 11, Por ejemplo, la ordenada relativa 0.3344
se multiplica por 16,98, obteniéndose la ordenada tedrica
de 5.67, De este modo se calcula el resto de la columna

3

La diferencia existente entre la suma de los Indices
tebricos (76.54) y la sura de los indices observados
(76.90) es de 0436, lo cual indica un alto grado de exac_
titud en nuestros célculos,

Con objeto de representar gréficamente el fenbmeno, lo
calizamos cada par de datos en un sistema de coordenadas
cartesianes. Para ello trazamos dos lineas perpendicula_
res, en la horizontal o eje de las abscisas, anotamos las
horas de observacidn y en la vertical o eje'de las ordena_
das anotamos los indices mitdticos. La localizacién del
primer par de datos en este sistema de coordenadas se rea_
lizan trazando perpendiculares al punto 35.15 en el eje de
las abscisas y al 5.67 en el eje de las ordenadas, prolon_
gamos estas perpendiculares y en el cruce de ambas queda
ubicado el punto.

Asi graficamos el resto de la informacién y unimos los
puntos con una linea continua, obteniendo una distribucibn
normal cuya férmula figura en el &ngulo superior derecho
de la grafica (ver grafica. Apéndice B).

Para saber hasta que punto los indices mitdticos se

.



distribuyen normalmente y en corsecuencia, conocer el gr

I

do de confiabilidad de toda la informacidén matemftica, ba
sada en el supuesto formulado en la p&gina 9, aplicamos

la X2 (ji cuadrada) para probar la "bondad de ajuste" entre
la distribucibébn del fenbémeno observado y el tebrico. Para
tal fin, procedemos a elaborar el cuadro niimero 6, (ver
apéndice A), cuya columna 1, contiene los indices mitbéticos
observados; la columna nimero 2, los indices tedricos caleu
lados mediante la férmula nGmero 9; la columna némero 2, el
cuadrado de la diferencia de los indices reales observados
y los tebricos; y, finalmente, en la columna 4, el cociente
que resulta de dividir el cuadrado de la diferencia de lo
observado y lo tedrico entre su correspondiente frecuencia
tedrica; la suma de esta Gltima columna es el valor de la

X2 ¥ su fdormula es:

(IM, - 1M )

2
X*=
lMt

srsesssaoas (12)
donde los subindices "o" y "t" se asocian a los indices mi_
téticos observados y esperados, respectivamente.
Substituyendo en la férmula nimero 12, tenemos:
X2 = 8¢31. Adem8s del valor de la X2, necesitamos obte_

ner el nfimero de grados de libertad cuya fbrmula es:

(€C-1) (h-1)

@8 s 0 evs o0 (13)
en donde C es el nlmero de columnas y h el niimero de hile_

ras. En nuestro cdlculo hemos utilizado dos columnas, una
correspondiente a la columna tedrica y la otra a la Ire
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cuencia observada; en tanto que, hemos empleado seis hi_
leras, es decir seis periodos de observacibén, y por ello
tenemos:

(2-1) 6-1) = 5
grados de libertad. Con estos valores consultamos la ta
bla de distribucién de 1la X2 y en el punto de cruce de 1la
hilera 5 (nfimero de grados de libertad) y la columna 0.05
(probabilidad de error) encontramos la cifra 11.07, que
es mayor a la obtenida por nosotros de 8.31; en conse_
cuencia, las discrepancias existentes entre los indices
mitéticos observados y los tebricos no son significati_
vos, es decir, los indices se distribuyen normalmente,
pues estln sometidos a la funcibén expresada por la férmu_
la nimero 9 y por lo tanto, todos los parfmetros calcula_
dos tienen la mixima probabilidad de encontrarse situados
entre las mejores estimaciones estadisticas.

Esta secuencia descrita en pérrafos anteriores, es la
misma que se aplicd en la investigacidén con fitohemagluti_
nina. Por ello limitamos nuestra exposicidém a los resulta_
dos obtenidos.

Basfndonos en el cuadro nfimero 2, que contiene los in_
dices de metafases en las diferentes horas de observacidn,
construimos el cuadro nfmero 7, cuya Gltima hilera contiene
los totales necesarios para calcular los diversos paréme_

tros, (ver apéndice 4).




Estos parfmetros son:

a) Media aritmética:

Y . 2&IGIW. . 25,9
84,607

b) Suma de cuadrados:

2
SC = 75709.11 - ig@gﬁagfl = 1844245

¢) Varianza:

$? . 123 . 19,04

d) Desviacidén estindar:

S = ¢17.04 = 4,12

e) Coeficiente de variabilidad:

Voo ooHd8 =900
26.90

15431

f) Error estdndar de la media aritmética:

EoY - S . s
84,61

¥y los limites fiduciarios del 95% para la media aritmética son

de: £
26.90 -~ 0-09

g) El error estdndar de la desviacibn esténdar:

Ess 4,12
13.02

= O.44

consecuentemente, sus limites fiduciarios al 95% son:

4,92 % o0.88

Para ilustrar la curva tebdrica del fendmeno, construimos el
cuadro niimero 8, cuya filtima columna contiene las frecuen_

cias tedricas, (Ver apéndice A).

I e
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La comexién del valor de la X° se obtiene multiplicén
dola por el factor de 0.335, debido & que estd fuertemen_
te influfda por el agrupamiento de los intervalos, como

puede observarse en el cuadro nfimero 9, (ver apéndice 14).

Para aplicar la prueba de la X2, se elabord el cuadro
nlimero 9, cuyo valor fué de % . 42,62, La X2 corregida
es igual a 1,4277, (ver apéndice 4).

y

por lo que concluimos que la diferencia entre lo real y lo

= 42,62, X° (corregida) = 42.62 x .0335 = 1.4277

esperado no es significativo.

Antes de continuar, haremos un breve resumen del anflji
gis estadistico de los datos. Hasta aquif, hemos cumplido
con la primera fase; es decir, estimando los parémetros re
presentativos de cada fenémeno, eliminamos los errores ex_
perimentales mediante el ajuste de la curva tebrica y pro_

bamos el grado de concordancia obtenido en dicho ajuste.

Todo esto comstituye una fase descriptiva de los fendmenocs
y estamos preparados para iniciar la segunda etapa del and

lisis estadistico o fase de diferenciacién,

El planteamiento bésico del problema es el siguiente:

por una parte existe una hipdtesis denominada "nula" que
establece que la diferencia existente entre las medias arit
méticas del fenbémeno sin fitohemaglutinina (4) y con fitohe

maglutinina (B) no es significativo, y ambas medias son
iguales, esta hipbtesis se representa asfi:



Por otra parte, la hipdtesis alterna establece que la
diferencia entre ambas medias es significativa, y por

ello, son diferentes; dicha hipétesis se designa como:
B, = I, # X

El procedimiento estadistico para aceptar o rechazar
la "hipdtesis nula™ es conocida con el nombre de prueba

"t" (student) y su férmula es:

Rt f’_?
Sw -y_1-+—y—2-. LI I B L (1“')

en donde Sw es una desviacibén esténdar promedio y cuya

ponderacién se logra

s e 0000000 (15)

substituyendo en la férmula nimero 15, tenemos:

Sw _ [2875.9856 + 14442,45 _ 44 305
76.9 o 84060

empleando este valor en la férmula 14, obtenemos:

t - 4‘4.2543 = 2@ - 10.98

1o.15l/7%7g +|/EI1&_.'66

a la prueba "t" se le asocia el siguiente nlmero de gra_




dos de libertad

£y, + £Y,— 2
sesesvsossccde (16)

Dédndole valores numéricos a la férmula 17, tenemos:
7609 + 84060 -~ 2 — “5905

grados de libertad. Comsultando la tabla de distribucién
"t", en la interseccién de la hilera 150 (grados de liber
tad) y la columna 0,05 (probabilidad de error elegida),
estd el nlimero 1,98, notablemente inferior del resultado
de la prueba "t" calculada por nosotros., Si repetimos es
to mismo, pero ahora siendo mAs estrictos y eligiendo una
probabilidad de 0.01, con los mismos 150 grados de liber_
tad, encontramos el valor de 2.60, que todavia es mucho me

nor que el encontrado en nuestro estudio.

La aplicacién de la prueba "t" al problema, nos infor_
ma que existe una probabilidad muy alta del 99% de que am_
bos fendmenos discrepen notablemente. En otras palabras,
desde el punto de vista estad{stico, nos vemos obligados a

rechazar la"hipbétesis nula”

HO-:anI

y aceptar la "hipdtesis alterna",

By, = % 7~ X

que establece que el periodo de observacién (donde se en_



cuentra el mayor nimero de metafases), no es el mismo
en los dos fendmenos observados y por lo contrario se

alejan notablemente.

P —
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El anflisis estadistico expuesto en piginas anterio_
res, demuestra que la distribucién de los fndices mitbti
cos observados en los diferentes tiempos de regeneracidén
analizados, se distribuyen de acuerdo con la ecuacién que
expresa la funcibén de la distribucibdn normal sefialada en
la p4gina 17, Por ésto, las constantes biométricas uti_
lizadas para la comparacibén de los resultados obtenidos
en los grupos experimentales con y sin fitohemaglutinina,
son la media aritmética y la desviacidn esténdar, cuyo
significado bioldgico, en esta tesis, quedd expuesto en la
pigina 8 inciso (2). En el caso del grupo control, en el
cual no se utilizé P.H.A., el perfodo donde se obtiene el
miximo fndice mitético, fué de 44.15 horas, en tanto que,
el mismo periodo 6ptimo con P.H.A. fué de 26,54 horas.
Comparando ambos resultados vemos que existe un desplaza_
miento de la media aritmética del grupo tratado, que reduce

en 17 horas el tiempo de regeneracidn.

El siguiente planteamiento estadfstico considera la
significacidén de este desplazamiento en té&rminos probabi_
listicos: éesta discrepancia de 17 horas es debida a flug
tuaciones de muestreo o se origina en el efecto producido

por la P.H.A,7? [La inferencia estadistica concluye que la

-




diferencis en ambos grupos no se puede justificar argu_
mentando fluctuaciones en el muestreo, sino aceptando un
efecto real de la P.,H.,A, La P.,H.A., por tanto, reduce el

tiempo de regeneracidn en la planaria Dugesia dorotocepha-

la, Las células del blastema de la planaria son influidas
por el efecto de la P.H.A. utilizada. La regeneracidén de
la planaria queda inclufda dentro de los fendmenos que son

activados por la P.H.A.



El propdésito de esta investigacidn fue el analisis
de la accidn de la fitohemaglutinina (P.H.A.) en los
neoblastos del blastema producidos en la regeneracidn
cuando se realiza un corte transversal en la zona loca_
lizada entre la faringe y las auriculas de las plana_

rias.

El anilisis de los datos recolectados en la investi
gacibébn demuestra que la fitohemaglutinina reduce en un
60% el tiempo de regeneracion de la planaria. Este re_
sultado incorpora a la planaria en el grupo de organis_

mos en los gque la P.H.4i. ejerce un efecto mitégénico.

Sin embargo, considero importante mencionar que den
tro de la bibliografia consultada, en ningin caso se de
muestra el efecto mitogénico de la P.H.A. como en el
presente, en donde queda claramente establecida dicha

influencia (ver grédfica apéndice B).
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CUADRO NUMERO 1.

Resultados obtenidos en el experimento.

Sin fitohemaglutinina

Con fitohemaglutinina

Horas de Namero total Nfimero de Horas de Nimero total Nimero de
de células de células
observacidn células en metafa observacidn células en metafa
) 2) se  (3) (1) (22 se  (3)
35.15 5082 29 5.00 5049 03
38.00 4824 55 1500 3534 44
40.00 5029 68 19.30 3053 27
43,00 4074 65 24,00 4356 110
46,430 5328 43 38,00 5886 53
50.00 2372 27 45.00 4975 103
55.00 3157 57

L L R ———



CUADRO NUMERO 2. Indice de metafases en las ——
diversas horas de observacién.

Sin fitohemaglutinina Con fitohemaglutinina
Horas de observacidn IM Horas de observacidbn M
35415 57 5.0 8.50
38.00 11.4 1540 12,40
40,00 13.5 19.30 8.80
43,00 15.9 24,00 25.20
46,30 8.0 38.00 9.004
50.00 Tl 45,0 20.703

55.00 s

W AN S———— —




CUADRO NUMERO 3. Célculo de totales necesarios para
estimar los parémetros de posicién
y dispersibén, sin fitohemaglutini_

na.

e SRR @ = W
35.15 St 12355225 200,355 7042 .4782
38.00 1M1.4 1444 ,0000 433.200 16461 .6000
40,00 1855 1600.0000 540,000 21600.0000
43.00 15.9 1849.0000 683.700 29399.1000
46.30 8.0 2143 ,6900 370400 17149,5200
50,00 11.3 2500.0000 565.000 28250.0000
55000 i P 3025.0000 610,500 33577.5000

T T T e

TOTALES 76.9 3403.155 153480.1982




CUADRO NUMERO 4. Desviacién de cada hora de observa
cién con respecto a la media arit_
mética, sin fitohemaglutinina.

(;) (x(f)i) (x(z)s_(
35.15 -9.10 -1.48
38.00 -6.25 -1.02
40,00 -4.25 -1.69
43,00 -1.25 ~0.20
46,30 2.05 0.33
56430 5.75 0.93

55.00 10.75 1.75

W T ————



CUADRO NUMERO 5. Célculo de las ordenadas tebricas,
sin fitohemaglutinina.

&D) (2) 3)
(g(_;_?;) Altura de la orde_ Golk 2 % C(E)
gigiazglativa (ver 5
-1.48 Oe3344 5.67
~1.02 0.5944 10,09
-0.69 0.7882 13.38
-0.,20 0.9802 16.64
0.33 0.9470 16.08
0.93 0.6489 11.01




CUADRO NUMERO 6. Célculo de la X°, sin fitohema

glutinina.
™ 2) (3) ()
M v, (M, - M) (M, - IMt)z
Wy
5.7 5.67 0.0009 0.00
11.4 10.09 1.7161 0.17
13.5 13.38 0.0144 0.00 |
15.9 16,64 045476 0.03 |
8.0 16.08 65.2864 4,06
11.3 11,01 59,5984 4,05
22.4 14.68

11.1 3.67

2 = 8.31

— T TT— -—



CUADRO NUMERO 7. Célculo de totales con fitohemaglutinina
necesarios para estimar los parametros -
de posicibén y dispersidn.

Horas de Indice de
obser;acién metaiases (Xe) (xy) yx2
5.0 8.50 25.00 42,50 212.50
1540 12.40 225,00 186.00 279000
19,30 8.80 372.49 169.84 3277.91
24,0 25.20 576.00 604.80 14515.20
38.0 9.004 1444 ,00 342,152 12996.00

931.5

TOTALES 84,607 2276.792 75709.11




CUADRO NUMERO 8, CAlculo de las ordenadas tebricas,
con fitohemaglutinina.

Joms 4 LzX  omomase o1 2 xC)
5.0 =53.15 00017 0.0117
1540 - 2.88 0.01581 1.0874
19,30 - 1.35 0.40202 27.6509
24,0 - o703 0.7827 53.8341
38.0 2.69 0.2683 1.8454

45.0 4,39 0.00034 0.0234




NUMERO 9. Célculo de la X2, con fitohemaglutinina.

CUADRQO
: 2
x° ™, (mM, - M) (T, - )
Ty
8.5000 0.0117 72,0512
28.7500 555.3825
12.4000 1.0874| 127.9749 19.31
8.8000 27,6509 355.3564
25,20000 53,8341 819.9116
9.0040 1.8454555'7029 51.2455 (1298.8029 23,34
20.7030 0.0234 427,6458
= 42.62

S
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