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RESUMEN 

La producción de .ellY....lia.l.1.a. ~P.A Brct. en la. zona. 

chinampera de Xochimilco ha. sido limitada por la alta. salinidad 

que presentan los terrenos. Una de las alternativas propuestas 

para la solución del problema, es la obtención de variedad~s 

tolerantes a las condiciones presentes en los suelos salinos. En 

este sentido, el uso de los métodos convencionales de 

fitomejo\"amiento han tenido poco· éxito, por lo cual se ha 

abordado el empleo de las técnicas i.u vitre, en par·ticular la 

seleccldn de lineas celulares tolerantes a salinidad en el medio 

:le cultivo. Par·a el lo, es necesario el establecimiento de 

cultivos celulares y su caracterizacidn; objetivo de aste 

trabajo. 

Se logró un alto porcentaje en la inducción de callos a 

partir de expla.ntes foliares en medio Murashi9e-Skoo9 enriquecido 

con 10 µM de 2,4-D y 1 µH de BAP, a.si mismo, e~ explantes de 

hipocotilo, el medio óptimo para la. induci6n, contenía 1 µH de 

2,4-D y 0.01 µH de BAP. Se definieren las cinéticas de induc:ci6n 

de calle para ambos casos. Para el cultivo en suspensión se 

emplearon callos provenientes de hipocotilo, dado que los 

cultivos en suspensión, provenientes de e•plantes foliares, 

mostraban una tendencia a aesarrollar raíces. Se definió la 

cinética de crecimiento del cultivo en suspensión establecido. 

Los -~ultivos de callos y en •uspensl6n están constituidos por 

cdlulas parenquimatosas, de acuerdo al análisis microscópico 

realizado. 
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lNTRODUCCION 

Al igual que el resto del mundo, nuestro pais se enfrenta a 

un problema de funda.mental importancia como es, el gar·a,.tizar a 

la población alimentos suficientes para cubrir sus necesidades. 

Para ello, se requiet·e avan:ar en la investiga=i6n sobre fuentes 

alternativas de alim•ntos; incrementar las areas de terreno 

dedicadas al cultivo; así como la calidad y lws rend•mientos de 

la produccidll agr!cola, a través del mejoramiento genético de las 

especies cullivadas. Lo anterior· sin olvidar la necesidad de 

cambios en la estructura socioecondmica del país, que garanticen 

el acceso de toda la población a lus alimentos producidos. 

El tomatillo o tomate de cáscara .E.llvsal is gubesc,;ras L. se 

encontraba entre los principales pr.-..<uctos agri:colc.s cultivados 

en el México prehispánico. Actualmente la especie cultivada, 

.EJl~salis ~Qª Brot. ocupa aproximadamente el 9% del área 

dedicada a la produccidn de hortalizas en el pals !Garza J.L., 

1984). Hasta 1'?80, en el Distrito Federal, la mayor producci6n de 

esta hortaliza provenía de la Delegación Xochimilco sin embargo 

hoy día, su ~ultivo ha sido abandonado en la región, entre otras 

ra%ones, por las condiciones edáflcas de los terrenos !Castillo 

G., 1986). 

La zona chinamµera de Xochimilco resulta de particular 

lm?Qrtancia puesto que, se ha estimado, podría cubrir una porci~n 

5lyniticaliva de la demanda de productos hortCcolas para l& 

población del Distrito Fe<leral !D.D.F., 19SOl, !Oin emt:arso 

1nuenl1~a L1na elevada cancenlr·aci6n de sales lo cu4l, al impedir el 



desarr~llc de les cultives, constituye un obstáculo para el 

apro~echamiento de su potencial ~gr!cola. 

En la solución del problema de suelos salinos, se han 

explorado alternativas que van desde la regeneración de les 

terrenos hasta el mejoramiento genético de las especies 

c._:lt!-.:at:les c::Jn el fin de obten~r var ied,¡.;das lclerant~s a las 

condiciones que i~pone una alta ccncentracidn de sales en el 

rae-d ic. 
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En este sentido, los resultados obtenidos mediante los 

méto~os de fitomejoramiento convencionales, han sido poco 

~atisfactcrios <Handa K.A., et al, 19821, por ro cual se ha 

conslc!erado el empleo de los métodos !.!l ~ µara seleccionar 

material celular tolerante a elevadas concentraciones salinas, 

susceptible de ser utilizado como sistema para el estudio de las 

bases biológicas de dicha tolerancia o bien emplearlo en los 

programas de f itomeJoramiento de la es;pecie. 

La primera etapa en la implementación de las técnicas de 

sel'l!cciOi; .LD til.!:.9> es el establecimiento de cultivos celulares, 

cal los y células en suspensión para la especie >' var·iedad en 

cuesti6n, as1 como su caracterización. En este último aspecto, 

resulla de inter~s, el contar, con criterios de e~aluación que 

muestren un alto 9rado de reprcducci6n, permitiendo as;i, el 

análisis confiable de los resultados obtenidos en los mdtodcs de 

cultivo de tejidos vegetales; y lograr la definici6n de 

estimadores precisos, e~pecialmente en la descripción d~l 

crecimiei;tc / desarrolle de poblaciones cel~lares. 
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ANit NTES 

1. Sisternática a importancia de eJlxsalis ~QA Brot. 

Los nombres c 0 munes, tomatillo, tomate de cáscara o tomate 

verde, son empleados indistintamente, para referirse a las 

especies fh.).'.sal is oubescens L., ,e. i!.!l.9~ L., f.. Fleruv1ana L.. y 

e. lxocarP-a Brot., esta dltima as la especie empleada en el 

presente trabajo y corresponde a la especie cultivada actualmente 

en nuestro país. 

De acuerdo a Bold, Alexopoulus y Delevoryas C19BO>, 

.!!· ixocarE!,!! Brot. se encuentra ubicada taxonómica.mente en: 

Reino: Phyta <Plantael 
Division: Anthophyta 

Clase: Dicotyledonae 
Fami l la: Solanace1P .... 

Genero: f!!zsalis 
Especie: e_. ~P-ª 

Si bien el g4nero E.b.~ fué eiotablecído por L.inneaus en 

1753 con un total de nueve especies, ha sido objeto de continuas 

revisiones, dada la complejidad del género, el amplio rango de 

variación encontrado, la ambigüedad de las descripciones y la 

indisponibilidad de algunos tipos. En 1958, Waterf&ll realizo una 

amplia revisión del g4nero, en base a diversas colecciones, entre 

ellas la mexicana, en la cuál apart~ la siguiente descripción 

para la especie: 

eh>:sa!is lxocarpa Bratero ex Hornemann, Hortu& Regius Botanicu& 

Hafniensis, Sup. 26.18191 E• aeg~ 3•cq. f. ex Neea, Linnae• 

6:470.1831. 
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Anual, de 15 a 60 cm de altura, ramosa, glabra o revestida cota 

tricomas cortos y esparcidos! hojas alter~adas de 2 a 7 cm de 

longitud, ovadas u ovado-lanceoladasl cáli• 5-lobuladol corola 

·.acampanada-estrellada de 7 a 15 mm de longitud, con 5 puntos; de 

color azul obscuro sobre el limbo, el cuál esta recurvado cuando 

abre totalmente; con 5 estambres, anteras azules de 

aproximadamente 3 mm de longitud, fuertemente enroscadas despu4s 

de la dehiscencia¡ filamentos delgados y filiforme• a anchos 

cerca de la antera! estilo filif6rme, el estigma capitado a 

truncado! peddnculos florales de 3 a S cm de longitud; fruto 

bicarpelart cáliz del fruto invaginado basalmente, de 2 a 2.s C31 

cm de longitud, casi 3loboso y frecuentemente está totalmente 

ocupado por el fruto; peddnculos frutales usualmente de 3 a a cm 

de longitud¡ semillas casi orbiculares más o menos puntiagudas. 

Waterfall propone la selección de un neotipo, probablemente 

de la colecciOn mexicana, dado que Hornemann no seleccion6 el 

holotipo y no citó material, sin embargo difiere la accidn a la 

espera de un estudio más detallado de las especies del área. 

El tomatillo, es un fruto muy empleado en nuestro pa!s, como 

condimento en salsas y platillos t!picos, la espe~ie ~· ~ubescens 

era cullivada ya en la época prehisp~nica !Garza J.L., 1984>, 

encontrándose como uno de los principales productos. 

Independientemente de sus valores nutritivos, en especies 

relacionadas, se han descubierto withanolidas, un tipa de 

lactonas esteroidales, cuya actividad anlineoplásica ha cenlrado 

el interéo de varios investigadores en la importancia 

farmacológica de las diversas especies del género CBagchi A., et 



6 

al, 1984>. 

En nuestro país, se siembra'entre los úllimos días de julio 

y los primeros de agosto, para ser cosec::1ado en los primeros dias 

de noviembre. Las semillas son germinadas en almácigos Y las 

plántulas son transplantadas al campo con una separaciOn da 70 cm 

entre ellas~ un metro entre las filas !Pallares N.D., 1986>. En 

1980 la superficie c6sechada a nivel nacional fué de 11 1 130 Ha de 

riego y 7,684 Ha de temporal que significaron el 3.9~ y 5~, 

respectivamente, del área dedicad& al cultivo de hortalizas¡ can 

una producción de 159,797 ton <Garza J.L. 1 1984>. 

2. Problem!tica de su producción en Xochimilco. 

En el Distrito Federal, las regione• productcr·a5 eran, en 

orden de importancia, Xochimi lco, Tlalpan y Ni lpa. Al ta <SARH, 

19931. Actualmente, en Xochimilco el cultivo de esta hortaliza se 

ha abandonado, al igual que el de otros productos, no obstante 

que el tomatillo es muy apreciado por los cauipe&inos <.lw la rwgiOn 

y que se trata de un cultivo recomendado par el sistema de 

clasificación de tierras para uso potencial. •labcradc por el 

Dpto. de Agrología de DETEN~L, pues se consideraba que en la 

región no existían·limitaciones para su desarrollo <Alfaro S.G., 

19901. 

Las razones de este abandono, son tanto de tipo 

socioecondmico como por los cambios edáficcs que han sufrido las 

4reas dedicadas al cultivo agrícola <Castillo G., 1986>, 

principalmente debidos a un incremento en la concentracidn de 



sales por un exceso en la explotaciOn de lo& manto& acuíferos y 

una drástica. contaminaci.On de l.os mismos. 
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La Delegación Xochimilco comprende quince pueblos. incluída 

la cabecera municipal, con ur.a extensiOn total de .122.02 km 2
, 

correspondientes al 9.97% del Distrito Federal. E•t• situada al 

sureste de la entidad federativa, entre los paralelos 19°09' y 

19•19• de latitud norte y los meridianos 98°56', 99•09• de 

longitud oeste y una altitud media de 2,274 msnml tiene co•o 

límites pol{ticos la Delegación Milpa Alta hacia el sur. al este 

la Delegacion Tláhuac, al norte las Delegac.iones Iztapa~ap& )' 

Coyoacán y al oeste la Delegación Tlalp&n. Su clima lcHl 

corresponde a templado húmedo con lluvias en verano <Garcla de M. 

E.;1964>. 

La zona chinampera de Xochimilco se lucaliza sobre el 

ex-Lago de Xochimilco, al sureste del Valle de México y consiste 

de numerosas parcelas "flotantes•, a manera de islotes, rodeadas 

de canale& empleados para la comunicación entre ellas, ¡¡u origen 

se remonta a la época prehispánica, por lo cu;U se le i;onsidera 

uno de lo& pecas sistemas a9r{cclas indígenas, que no fué 

abandonado después de la conqui&ta <Roja& R.T., 1963l. 

De acuerde al Plan Parcial de De1aar1•ol lo Urbana para la 

Delegación <D.D.F., 19801, Xochimilco rapre&enla a diferencia de 

otras Delegaciones de la zona central del D.F., una regiOn 

urbano-rural en la cuál, las actividades agr{cala& repre&entaban 

el componente más importante de la e&tructura económica local, 

si9uien~o en importancia el sector agropecuario, el ittdustrial / 

el de servicios. Sin embargo, actualmente la sabreexplotación de 
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los mar.tos ncufferos y la apor-taci6n de contaminantes al sistema 

l~custr~ h~ provocado 1Jna sustancial r~~ucc:idn de la pt~o~ucci6n 

a9rfcola y en consecuencia un deterioro de la estructura 

econOmica. Es así como 3000 Ha de la extensión de la Delegación, 

que comprendían al antigilo vaso del La30 Xochimilco-TlAh~ac ¡ que 

se ~nctH".t r aben t~tat.1 mente or:: 1..1..padas por la zor;a ch i :·uitnper a, han 

pa,;;ado a cubrir una extensión de sOlo 2000 Ha apro><iniadarnenle, 

mismas que se encuentran en peligro de perderse, de continuar la 

din;jm!ca actual. 

La sobreexplotación de los mantos acuitaros y el riego con aguas 

contaminadas o pesadas, provenientes de zonas de mayor altitud, 

tra~ come cor1s~c:uencia que los suelos se enr iquezc:a.r1 e.en sales a 

una mayor rapidéz que su lixiviaciOn. En el caso de la zona 

chinampera, .el calcio ha sido absorbido pre·ferentemente, de 

man~ra tal que el complejo absorbente está saturadc 

~~incipalmente por ca•• y por Na+ en minería, por lo cuál se 

claslf ican como suelos sOdicos con estructura no desradada, 

su~lo~ sal~nos ccr complejo c~lcico o Solonchaks <Duchaufcu~ P., 

19~51. Estos suelos se caracterizan por su alto contenido de 

~ates de calcio en forma de sulfatos, bicarbonatos, nitratos, 

etc.; durante la ~poca de sequía y coroc consecuencia del as~enso 

d~ la ~olucíón del manto freAtico. muestran una tendencia a 

tncrémenta~ ta co~cent~aci~n de sales ero la superficie, 

~anifestando eflorq$cencias blancas. Este suelo a menudo contien~ 

caliza activa con un perfil poco diferetlciado, las a1·~11:a~ est~1~ 

~loc~ladas y la estructl1~a ~s grumosa ~· po~ tanto ae~eada. 

La ~a!tnidad de los ~uelos, ocasionada pcr !a ~~umulac16n d~ 
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lones sodio o calcio, constituye uno de los más serios problemas 

agrícolas en todo el mundo, dad.o que por sus efectos sobre el 

desarrollo y crecimiento vegetal, torna improductivas las areas 

de .::ul tivo, a.gravándose el problema, dado que constantemente se 

incrementa el porcentaje de areas cultivable» que pasan a dicha 

condición salina. 

Aón cuando no están bien comprendidos ·los mecanismos que 

induce la elevada concentración de sales sobre el crecimiento 

vegetal, se reconocen básicamente tres factores: Por una parte, 

una elevada concentración salina reduce el potenc:i~l de a.gua en 

el suelo y con ello disminuye la disponibilidad de agua para la 

planta CKramer J.P., 1969), un fenómeno conocido como •sequ[a 

fl~iológica•; otro factor a considerar es la alcalinidad que 

caracteriza dichos suelos, llegando a alcanzar valores de pH que 

van desde 8 a 9.5, en suelos cálcicos y de 9 o mayores en suelos 

sódicos, lo que ocasionará principalmente, la indisponlbilldad de 

una gran cantidad de nutrientes minerales, como es el caso del 

fósforo, manganeso, hierro, zinc, cobre, etc. <Russel l w.E. • 

1961)1 finalmente otro factor es la to~icidad de ciertos iones 

para las células vegetales, particularmente en el case del Na+ el 

cu~l, debido a su antagonismo con el ion ca++, en presencia de 

este último, tiende a ser acumulado en el interior do la5 

c~lulas, elevando su concentración por encima de los niveles 

tóxicos, de acuerdo a observaciones hechas¡ sobre la germina.c:i6n 

de semillas CGuerrier G., 1993>. Este dltimo factor tiene una 

mayor importancia, por tanto, en el caso de lo» sueles cálcico~. 

En la búsqueda. de alternativas al problema de los &uelos 



salinos, se han empleando desde la re9eneraciOn de lo& terrenos, 

mediante desalado con agua dulce ~ acumulación de materia 

orgánica cDuchaufour P., 19751, hasta el mejoramiento genético 

las especies cultivables, con el fin de obtener variedades 

productivas, que muestren tolerancia a las condiciones d9 &uelos 

sal i tlOS .. 

En este dltlmo aspecto, los métodos de fitomejoramienlo 

convencionales han dado resultados poco satisfactorio& CHanda 

K.A., et al, 1962>, atribuÍbles no sólo a las limitaciones 

inherentes a dichos métodos, sino también a> esca&o conocimiento 

que sobre los mecanismos de la tolerancia a las condiciones de 

suelo~ salinos se tienen hasta el momento. 

Las anteriores razones, han llevado a considerar el empleo 

de las técnicas del cultivo de lejid~s vegetales para seleccionar 

material celular, de especies de interés a9ri~ola, tolerante a 

elevadas concentraciones salinas el cuál, podrá ser utilizado 

como modelo de estudio sobre las bases biológicas de dicha 

tolerancia, o bien empleado en los programas de fitomejoramiento 

para las especies. 

3. Cultivo de Tejidos Vegetales y la SelecciOn l!J ~ 

Los métodos i!! ~ para el cultive asdpt1cc de células, 

tejidos, Organos y otras estructuras vegetales, denominadas 

comúnmente corno cultivo de tejidos vegetales CCTVI, han abierto 

nuevas posibilidades para la comprensión de fendrnenos biol~gicos 

relacionados con los vegetales y mu~ particularmente, han 
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con5titu!do una irnportanle herramienta para eliminar algunas de 

las limitaciones que imponen las'técnic~s convencionales para la 

propagación masiva de plantas de interés comercial <Murashige T., 

19741, en la obtención de plantas libres de patógenos <Guak F., 

19771, la conservación de germoplasma <Rubluo I.A., 19851, la 

prcduccidn de metabolitos secundarios, f.a.rmaccs u ctrcs productos 

de origen ve9etal <Lcyola V.M. y Re7es L.J., 19851, asi como en 

=l mejoramiento genético, para la obtención de nuevas variedades 

<Green C.E., 19771 Carlson P.S. y Polacco C.J., 1975; Robert 

L.M., 1985 a y bl. 

La evidente importancia económica de estas aplicaciones del 

CTV, permite explicar el creciente interés que sobre estas 

técnicas, se ha observado en los 11ltimcs al'los, permitiendo &u 

roa.pide desarrollo. En nuestro país, Sie ha sel'la!adc como una área 

b!otecnoló9ica de particular interés, recomendándose el apoye 

gubernamental y privado para la ejecución de proyectos, en los 

campos de pr·eservac iOn de germoplasma, biosíntesis de productos 

vegetales, microprcpagacidn, investigaciOn básica y mejoramiento 

genético !Quintero R., 19851. 

En el campo del f itomejoramiento, el CTV ha permitido 

eliminar las barreras de la incompatibilidad interespec!fica, 

logrando cruzas entre individuos de diferentes especies y a~n 

entre taxa superiores, mediante la hibridación somática por 

fusión de protoplastos <Pcwer B.J., Cummins E.S. y Cockin9 C.E., 

19~0l, o bien mediante el rescate de embriones ISlewart HcD.J., 

198111 por otra parle, ha permitido progreso& imporlanles en el 

dise~o genético dirigido de nuevos organismos, denominado 



ingeniería genética, aprovech&ndo las técnicas de DNA 

recombinante <Herrera E.L., et al, 19831 y por última, se han 

superado las limitaciones metodolOgicas, en castos y de tiempo 

empleado para la seleccidn de variantes genéticos, mediante la 

selección in ~. en contraste con el método ccnvencicnal de 

selección masal <Widholm H.J,, 19831. 
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La selección de variantes genéticos pcr métcdcs i.!! ~. o 

selección !.!! l!..!.1.!:..9o aprovecha la variabilidad genética natural 

presente en las poblaciones celulares. Es bien canecido que, 

particularmente en el caso de las especies vegetales, se 

presentan genes muta.bles, este es, que muestran un mayor grade de 

inestabilidad genética <Skirvin H.R., 19781, lo que trae como 

consecuencia que una característica especí+ica, determinada pcr 

estas genes, presente gran variabilidad dentro de la población. 

_Así mismo, se ha logrado observar la presencia de mapas 

genéticos, esto es, que dentro de un mismo crganismc, se pueden 

presentar diferentes tipos genéticos entre sus componentes 

celulares, generalmente por cambies en la plcÍdia, la cual está 

en relación con el tipo de,tejido al que pertenezcan <Bayliss 

\.J.M., 1973; Chaleff S.R. y Keil L.R., 19811. 

Esta amplia variabilidad genética natural, se mantiene o 

amplifica en el cultivo in :d..!:.!:..9 <Kibler R. y Neumann H., 1990; 

D'Amatc F., et al, 19901, lo cual se ha atribuido a diversos 

factores como el tipo de explante empleado y número de 

subcultivos <Bayliss W.M., 19731, reguladores del crecimiento 

~dicicnados al medio de cultivo <Mchandas T. y Grant F.W., 19721 

• las =ondiCicnes de cultivo, si bien estas últimas son 
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consideradas mAs ccmc agentes selectivos, que cama inductoras de 

la inestabilidad gen•tica. 

Pcr otra parte, el cultive !.n vitrp permite así misma, la 

aplicación de agentes mutagénicos físicas y qu{miccs !Hcrsch B.R. 

y Janes E.G. 0 1980J Widhclm M.J., 1984>, para inducir la 

apariclOn de mutantes que presenten caracteristicas fenotípicas 

que resulten de impartancia·agr{ccla. e industrial. 

Se tienen numerases ejemplas de la selección !.!! ~ para 

la. cbt.~ncidn de líneas celulares;. resistentes e t.alerantes a 

enfermedades par patdgancs <Tamos T.D. y Swansan B.E., 19SZ>, a 

herbicidas !Giffard s., Ccllin H. y Putwain P. 0 1982J Swanscn 

B.E. y Temes T.D., 19821 1 a análogas de amina•cidos <Widholm 

M.j., 19781, a metales !Ojima K. y Ohira K., 19021 Kco S.K.F., 

19821, a enfriamiento <Chen W.H. et. al 0 19821, .ª sequía <Lópe;i: 

P.C., 19851 y a salinidad <Dix J.P. y Street E.H. 0 1975¡ Pandey 

R. y Ganapathy S.P., 19841 e bien para la cbtenc10n da mutante• 

fisialógicas !Carlsan S.P., 1970>. El material biclOgico abtenido 

de esta manera, ha perml"tida prafundiz.ar en la. comprensión de las 

mecanismos gen•_ticas, biaquímic:cs y fisiológicas, & nivel 

celular, itlvalucra.da& en ·laa respuestas fenat.ípicas observad.as 

<~dpez P.C., 1985>, al peder emplearlas como mcdala de estudia 

dende se eliminan tedas aquellas respuestas qu.e san producto de 

·u.na cr9anizaciOn estructural, can la especializaciOn inherent.a a 

·~ata, mcs;trada pcr las plantas completas y sOlo se mantienen 

aquellas que tengan una base celular. 

La estrategia empleada en la seleccciOn in. ~itrc, de acuerda 

a Temes T.D. y S1~ans;on B.E. (19621, involucra de manera gener·al, 



las siguientes etapas <Fig. 11: 

Al Preparación del material de cultivo !.o vitro apropiado 

BI Nutagéneais <opcional> 

CI Exposición al agente selectivo, en concentraciones letales o 

subletales, en este último caso, el material que muestre 

tolerancia será transferido secuencial~enle a niveles más 

elevados del agente selectivo 

DI Aislamiento y subcultivo del material tolerante a medios de 

cultivo, en presencia y libre del agente selectivo 

El Caracterización de líneas susceptibles y tolerantes posterior 

a una nue•Ja aplicación del agente selectivo en los cultivos 

que crecieron, por cierto periodo de tiemµ~, en ausencia 

del agente selectivo 

Fl Análisis de las bases celularr.s de la tolerancia 

Gl Redlferenciación de plantas completas a partir de los 

cultivos tolerantes 

HI Exposicidn al agente selectivo de las plantas regeneradas, 

semillas provenientes de ellas y/o tejidos en ·cultivo !.!l 

~. e:ctr.aídos de plantas perteneciente& a la Fl 

Il Análisis de las bases fisioldglcas y bioquímicas de la 

tolerancia al nivel de la planta completa 

31 Estudio sobre la herencia de la característica 

de tolerancia 

KI Estudio de los posibles efectos del proceso de selección, 

sobre otros caracteres relacionados con el desarrolle, 

crecimiento, morfolo9{a y producción de las plantas 

tolerantes 



¡-mtttilleeno 

. medio 
soleC:IÍVO 

'. 
·~ 6\ / A.S.(~ 

~ 
A.S. (-) 

Morlogtlnesis 

Figura 1. Estrategia. general para la selección L!l vitre 
de variantes somaclonales y regeneración de 
plantas tolerantes a condiciones selectivas. 
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Para llevar a efecto las diversas; E>tapas de la &elecci.6n i.!l 

l!.1!.!::E, es conveniente tomar en cuenta los siguientes aspectos: El 

ta.mano y tipo de la unidad de selección, las condiciones de 

selección, la capacidad de morfogénesis en los cultivo& 

celulares, la e9tabilidad genética y citoldgica del car~cter y la 



correlación entre la respuesta celular y la respuesta de la 

planta completa. 
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La unidad de selección, esto es la unidad biológica sobre la 

que, al aplicar el agente selectivo, mostrar~ la caracteristic• 

de tolerancia, expresada fenotípicamente como la capacidad de 

crecimiento en presencia del agente selectivo, consiste 

generalmente de cGlulas individuales, suspendidas en medio de 

cultivo, o bien de protoplastos, esto es, cdlulas vegetales 

desprovistas de pared celular¡ si bien, se llegan a emplear 

cultivos de callos, aunque no resulta recom~ndable, pues las 

primeras opciones son las m~s próximas a los eficientes sistemas 

de selección microbioldgica <Tomes T.D. y Swanson B.E., 19821 1 

reconociéndose un importante efecto de esta unidad de selecciGn 

sobre el aislamiento de genotipos mutantes. 

A partir de lo anterior, resulta evidente que la 

implementacidn del sistema de selección !..!:! ~. se inicia con 

el establecimiento de los cultivos celulares bajo condiciones 

asépticas. La estrategia más coman, es el establecimiento de 

cultivos de callos y a partir de estos, los cultivos de cdlulas 

en suspensión y su caracterización. 

3.1 Cultivo de Callos 

Uno de los tipos más comunes de CTV, e& el cultive de 

callos, que podríamos definir como masa¿ de células vegetales con 

cre-cimienlo activo, producto de- la inducción de proli.ferac.ió11 

celular a partir de fragment~s o explantea de tejido proveniente 
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de una planta completa, bajo condicione& !..o l!.!.!.!:g. El anterior 

concepto trata de 9eneralizar la~ mdltiples definiciones que al 

respecto se han empleado IStreet E.H., 1~771 Dodda H.J. y Roberta 

W.L., 19821 Mantell H.S., et al, 19851. 

Adn cuando para l& inducción de callos, generalmente se han 

empleado tejidos de angiospermas, tanto en dicotiledóneas como 

monocotiledóneas, se ha cbservada tambien en gimnaspermas, 

pteridofitas y briofitaa (Yeoman H.H. y Hacleod J.A., 19771. 

Actualmente e& pasible decir que todos los organismos vegetales 

multlcelulares, san fuentes pat.en.ciales de calles. 

En e11ta mism"a d.ireccidn, respecto al tipa de tejido del cuill 

provienen las e~plantes, •• ha observada su inducción a partir 

del cambiu111 vascular,· parénquima.• periciclc de la ralz, 

endospermo, cotiledones, mesOfilo de hoja y tejido provascular 

<Yeoman M.M. y Maclead J.A., 19771, •unque actual1Dente se ha 

ampliado el ndmero para incluir meristemoa, polen, embriones, 

hlpocotl lo, ate., <Hurtada M.D. y Merino M.M.E., 1987>. 

La inducción de callas, se lleva a ce.be a través de varias 

etapas;, iniciilndose con la de&infecciOn de· lo& oxplantes, cuya 

finalidad ea eliminar o remover todos los m~crccrganiamos 

contaminantes de la superficie del tejido o del m~terial 

bioldgico que se empleara. cerne fuente para. la inlciacidn del 

cultivo, sin llegar a ser letal para el tejido vegetal. 

Los ciclos de desinfección superficial del material 

biológico, se pueden dividir en tres etapas: En la primera, de 

predeslnfeccidn, se bus.ca remover los conta111inantes m.ia 

superficiales, capas lipídicas y romper la tensión superficial; 



para ello se emplean detergentes o alcoholes, entre estos 

dltimos, el más empleado es el etanol al 70 % (v/vl, 

concentrac.idn en la cual, muestra cierta actividad germicida 

<Da•Jis D.B., et al, 1978>. 
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En la segunda.etapa, propiamente la desinfección, en la. que 

se eliminaran todos los contaminantes, se emplean agentes 

químicos con actividad germicida! entre los más empleados, se 

encuentran el hlpoclcrito de calcio y el hipcclcritc de sodio, 

cuya concentración y tiempo de exposición, que inciden en su 

efectividad, dependerán del 9ra.do de ccntam,inaciOn y de au 

toxicidad sobre el material biológico. 

Finalmente, en la etapa de postdesinfecciOn, se eliminan los 

restos del desinfectante ya sea mediante mdltiples enjuagas con 

agua destilada estéril o previo a esto, en al c;u;o de los 

hipocloritos, se emplea un tratamiento ácido, con HCl, para 

garantizar la destrucción del agente químico <Abdul-Baki A.A., 

1974al. La desinfección superficial, se puede efectuar sobre la 

planta o tejidos de ésta pero, en los casos en que ésto es 

posible, resulta m4s conveniente practicarlo sobra semillas qua 

serán germinadas en condicione& &s~ptlc&& y pcr ende, las 

plántulas provenientes de ~sta$, se encontrarán libres de 

microorganismos contaminantes. 

Una vez que el material ne presenta contaminantes, se 

procede a extraer los explanteso, mismos que s;eri1n coloc.ados •n un 

medio de cultivo y bajo condiciones de cultivo adecuadas para la 

inducción del callo. Entre loso medios de cultivo, •• llenen una 

gran variedad de ellos CStreet E.H. y Shillitc D.R., 1977), pero 



básicamente presentan cuatro tipas da campanent.ea, loa 

ccnst.itu~ent.es inarg,nicos, eat.c" es, el conjunta de elementos 

minerales esenciales para el crecimlenta v~get.all las 

canst.it.uyent.es orgánicos, tanta carbahidrat.os, aminoácidos y 

vitaminas, requeridas par las célula• vegetales, dada que en 
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cul t l vo !..!l ti..J:.!:..5!, se encontrarán en estada het.erot1·6f i c:o y por 

ende no será pasible su biaslnt.asis <OJima K. y Ohira K., 1979li 

los suplementas orgánicos de composición compleja, como el agua 

de caca, hldralizadas de·prat.einas, et.e. que actualmente tienden 

a i;er eliminados de i"os medias e111pleadas en CTV y finalmente·, lo& 

reguladoras de crecimiento a fltareguladare&, principalmente 

auxinas y citocininas que juegan uno de los papeles más 

importantes en la inducción de las callas. 

Actualmente, &a reconaco la importancia de un balance 

exOgeno de auxinas y citoclninas en el medio de cultivo para el 

desarrollo de los eventos morfogenéticos a partir de los tejidos 

vegetales en cultivo !.Jl ~ <Murashige T., 1979>. Si- bien na es 

posible aún definir c:lara111wnte· 1-. rwla.cidn "1ntrC: c:::te be!anc:e y 

el tipa de r•spuesta morfag•nética observada, en alguno• cóUio• s~ 

ha establec:ldo que bajas concentraciones de auxina combinadas can 

altas cancentraciones de cit.oc:inina favorecen la inducción de 

brotes adve~Íi~ios1 1~ relación ~ontraria, favorece el procesa da 

rlzogénesis y concentraciones equivalentes de ambos 

filorregu)adores.•stimulan el desarrollo de callos CKart.ha K.K., 

1982>. Lo anterior no resulta de ninguna manera generalizable, 

pues depende~á de la especie, t~po de explante, tipo de 

fit.orreguladores, condiciones de cultivo y particularmente del 
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balance endó9eno de re9uladores presant.e en el explant.e. 

Los cultivos de callos, pueden ser mantenidos 

indefinidament.e mediante subcultivos, est.o es, t.ransfarencias del · 

material celular a medio de cultivo fresco, mismas que se 

efectúan periódicamente, a fin de evit.ar la muert.e del cu.ltivo 

poi' falta de nutrientes y acumulación de toxinas <Yeoman M.M. 7 

Macleod 3.A., 1977). 

3.2 Cultivo de células en suspensión 

El cultivo en suspensión consist.e de células vegetalés 

libres o en pequefios agregados que crecen en ~n medio liquido, 

con a9itación contínua, empleándose tanto sistemas de cultivo 

bat.ch corno de cultivo cont.ínua. Son establecidos \UIUalment.tt, a 

part.ir de cultivos de callos previos <Street E.H., 19771, si bien 

es posible iniciarlos a partir de suspensiones· de protoplastos o 

de explantes primarios <Dodds H.3. y Roberts W.L., 1982i Mant.all 

H.S., et. al, 1985>. 

Los requerimientos para su cultivo, son básicamente los 

mi!iimos que aquellos empleados en el cultivo d•l callo del cual 

proceden, si bien en ocasiones se requiere de alguna modificación 

en el medio de cultivo. Particularmente en este caso, es 

necesario, mantener una adecuada a9it.ac:.iOn del cultivo a fin d& 

evitar, en lo posible, la agregación celula1· <Ra.jasekhilr '-'.E. et. 

al, 1971 >. 

El mantenimiento de los cultivos en suspensi~n se efecld&, 

al igual que en el ca.so de los callps, mediante subcultivos, en 
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los cuales es importante considerar la densidad mínima efectiva, 

este es, el mínimo lndculc neces~ric c~n el cual, la nueva 

suspensión puede reproducir su crecimie~to IStreet E.H., 19771, 

en general esta densidad mínima efectiva se encuentra entre 1 y 
5 

1.~ x 10 cels./ml. 

Los cultives en suspensión, permiten extender el empleo de 

las técnicas microbiold9icas a los vegetales superiores, por 

ejemplo, en el caso del plaqueo, sobre cajas petrl conteniendo 

medio de cultivo semisólido que, mediante la dlvisidn de las 

células, permite el desarrollo de callos nuevamente. 

3.3 Estimación del crecimiento en· los cultivos celulares 

La estimación del crecimiento de las poblaciones celulares 

mantenidas en cultivo !.!) l!.!J:.!:.g, es la primera de las 

caracterizaciones necesarias en éstos, sin embar90, muestra 

serias .dificultades dado qu•, en el caso de los cultivos de 

callos, resulta diftcil la separación de las células que los 

constituyen, además de los problemas que existen para definir un 

volumen adecuado de callo, puesto que no siguen un patrón de 

crecimiento homogéneo. La alternativa ha sido emplear el criterio 

de pe5o fresco, lo que implica grandes riesgos de contaminación, 

además de que resulta discutible el use de este parámetro pues 

puede sólo indicar un incremento en la masa celular, mas que ~n 

incremento en el ndmero de c~lulas. A pesar de lo anterior se han 

empleado mo~elos como la ecuaci6n de Blackman: W • w0 e•
1

, para 

describir el crecimiento de los callos IAitchison A.P., et al, 
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1977). 

En el caso de los cultivos de células en suspension. si bien 

el problema de la disgregación celular es posible resolverlo más 

fácilmente, resulta necesaria una adecuada selección de lo& 

diversos par;lmetros empleados en la estimación, pues podrán 

expresar tanto el crecimiento en el número de la población, COll\O 

cambios en el· metabolismo da las células en cultivo <Rose o. y 

M.-rtin H.s. • 1974>. En general, 10111 cultiva& mantenidos en 

sistemas batch, son descritos por modelos semilogarítmicos, que 

permiten una adecuada descripción de las curvas de tipo sigmoide, 

característico de este sistema de cultivo <King J.P. y Street 

E.H., 19771. 

La búsqueda de modelos matemáticos que describan el 

crecimiento de las poblaciones c:e11·lares tendrá como objetivo, 

proveer de estimadores que permitan una caracterización confiable 

de los cultivos y que a su vez, servirá para la contrastación 

entre diferentes líneas celulares. 

3.4 Análisis estadístico en el cultivo de tejidos 

Un aspecto importante y relacionado con el anterior, lo 

constituye el empleo de métodos estadísticos que permitan 

efectuar afirmaciones sobre los resultados obtenidos en el 

cultivo !.n ~. con cierta probabilidad de error. En este 

sentido, existen pocos casos en la literatura que e~pleen pruebas 

estad{stica& en el an~lisis de sus resultados, debido por una 

parte a la dificultad para la &elección de pruebas adecuada& y a 



que en general, &e han usado crlterlos subjetivos en la 

evaluación de resultados. 
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Hurtado y Merino !1997>, incluyen un capítulo sobre·m~todos 

estadísticos empleados en el cultlvo d~ tejidos, sin embargo, &e 

hace un desproporcionado hincapie en las pr·uebas paramétrica.s que 

muestran una serie de limitaciones para su apllcación con 

evaluaciones subjetivas, para las cuale& es más recomendable el 

uso de pruebas no par111111étrlcaa !Siegel s., 19721. 

Actualmente en la literatura· existen pocos reportes acerca 

del empleo de las técnicas de cultivo !.!! vitre en el género 

f_bysalis, posiblemente debido a que el interds sobre su 

importancia, sobre todo farmacológica, es reciente. 

En este sentido, se tienen por ejemplo eJ trabajo de 

Sipahimala.ni y colaboradores !19911, en el cuál se contrasta el 

potencial bicsintéticc de los cal los "t planta.¡¡ regenerada.e, de 
explantes de tallo de E.• ~. para producir Hhitanolidas. 

En el caso de E.· txocarea, el única r~porte, existente en la 

literatura, es el de Ramirez y coautores !19851, en el cuál se 

define tipo, concentración / combinación más adecuada. de 

reguladores de crecimiento, para la induccidn de brotes y r·aíc:es, 

a partir de explantes de hipocotilo, resultando óptimo para la 

formación de brotes, •l empleo de 4cido a-Naitalenacélic:o 1-12.s 

µM en combinación con 6-Benci laminopurina <BAPI_ 12.5-50 µN. 

Mienlraa qu~ la inducción de raíce6, fu~ m4& +recuent~ en la 



mimma concentración da ac. naftalenacéticc, •n combin-.ci6n con 

0-1 µM de BAP. 
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Por comunicación personal con el Dr. NaftalÍ Ochoa A. 

<CHIVESTAV, Unidad Irapuatol, en el mismo traba.jo, se observo que 

el empleo de ácido 2,4-Diclorofenoxiacético estimulaba la 

formación de callos, en contraste con otras auxinas 

e:<perimentadas. 

De le anterior se desprende, que aún cuando hay algunos 

avances en el empleo de las técnicas de cultivo de tejidos, ~atas 

aún deber4n ser adecuadas y optimi1adas, particularmente para el 

caso de los cultivos de callos y de células en suspenmiOn, qua 

permitir.1 a su vez el empleo de métodos i!l vitre, ·en el 

mejoramiento de la especie, interés del presente trabajo. 
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OBJETIVOS 

En l!!l presente trabajo se planteo como objativo a corto 

plazo, la adaptación de la metodolo9la para el establecimiento de 

cultivos celulares 1.D 'll.l.t..c.g de PhY-sall• ~~· var. Rendidora, 

que comprendió: 

- Definir el balance Optimo de auxinas y citocininas, más 

adecuado para la lnducciOn de callos. 

- Definir el tipo de explante, foliolcs e hipocctilo, má• 

adecuado para la inducción de callos. 

- .Establecer un modelo 111atemiltico apropiado para describ.ir 'ta. 

cin~tica de inducción de callos. 

- E•tablecer el cultivo de células en su•pensión a partir de .los 

callos obtenidos. 

- Determinar la cinética de crecimiento del cultivo en 

suspensión. 

- Estimar la capacidad máxima del mismo y el período de 

111ubcultivo. 

Lo anterior, permitlr;l abordar objetives a 1.tediano plazo que 

con•isten en la selección !n vitro y caracterización de l(neas 

celulares que muestren tolerancia a las condiciones Rr•senles en 

suelos salinos con complejo cálcico, caracterlsticos de la zona 

chinampera de Xcchimilco. 

A largo plazo, el material biológico y la información 

obtenida, podrá ser empleada en el fitomeJoramiento de la 

especie, ya sea mediante los m6todos convencionales 0 con las 

alternativas que en esta ;lrea ofrecen les métodos !.!l vitre. 
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MATERIAL Y METODOS 

1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

1.1 DesinfecciOn superficial de semillas. 

Se utilizaron semillas de tomatillo var. Rendidora 

<PRONASEl, las cuales fueron desinfectadas superficialmente 

media"te el siguiente procedimiento: Inicialmente se lavaron con 

agua destilada y se colocaron durante 30 segundos en etanol al 

70% <vlvl, el cuál fue decat\tado y las semi 1 las suspendidas en 

hipoclorito de calcio al 10% ip/vl durante 5 min después de los 

cualt?s, se les aplicO un tratamiento con acido c:lorh!drico 0.1 M 

durante 60 seg afín de eliminar las trazas del hipoclorito. 

Finalmente, las semillas fueron enjuagadas en cinco ocasiones con 

agua destilada estéril. 

1.2 ObtenciOn de plántulas y extracciOn de explantes. 

Una vez desinfectadas, se sembraron diez semillas en caia 

frasco de cultivo, conteniendo 20 ml de agar bac:teriol69ico 

<Bioxonl al 1% <plvl con pH ~.e, previamente essterilizado en 

autoclave, con las mismas c~ndiciones de esterilizaciOn que se 

emplearon en la preparaciOn de los medios de cultivo <apéndice 

Al. Así mismo, al igual que todas las manipulaciones que 

requirieron de efectuarse en condiciones de asepc:ia 1 la 

desinfección y siembra de las semillas se realizó dentro de una 
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campana de flujo laminar <VECOl. 

Los frascos conteniendo las.semillas, se colocaron en una 

incubadora a 26ºC y obscuridad constante o.urante cinco dias y 

posteriormente, durante otros cinco días, bajo iluminacidn 

cont!nua (1000 lxJ. Despud& de este período, la& plántula& 

contaban con 4-6 cm de longitud en su porción adrea y fué 

er.ti:rnc,;,s cuando se procedió a extraer los explantes de folíolo, 

con 2-3 mm de longitud, en cortes perpendicul_ares a la nervadura 

principal; y de hipocotilc, can 3-4 mm de longitud. 

Previamente, se determind la cin~tica de germinación de las 

semilla& de tomatillo, para la cu41 se sembrara·n 70 semilla& 

desinfectadas superficialmente en cada una de cinco caja& de 

petri de 20x100 mm conten1enda_2 círculos de papel filtro Whatman 

no. 1, embebidos con ~ ml de agua destilada estéril, finalmente 

se sellaran con plástico autoadher_ible. 

Posteriormente se colocaron a 26°C en obscuridad continúa y 

se efectuaron determinaciones del porcen_t.aje de germinación por 

caja a las 22, 44, 66, 74, se, 93, 110 y 123 hrs., empleando como 

criterio para la germinación, la emergencia de la radícula. El 

valor promedio para cada determinaciOn se obtuvo a partir de les 

valores arccseno para el porcentaje obtenido en cada caja. 

2. CULTIVO DE CALLOS 

Ambos explantes fueron contrastados en los medios de cultive 

que fueron utilizados para establecer el rango de concentraciones; 

del ácido 2,4-diclorofenoxiac~tico <2,4-Dl / de la 
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6-bencilamincpurina IBAP), en las cuales se encentraba el balance 

óptima de aux!na y c:itcc:inina paºra la inducción de les calles. 

Para ello, se efectuaren dos pruebas preiiminares. 

2.1 Prueba preliminar I 

En esta prueba, se empl•aron cinco repeticiones para cada 

tipa de explante, ~n cada une de les medios de cultive indicadas 

en el Cuadre 11 que consistían en frasees de cultive conteniendo 

10 ml de medie basal Murashige-Skccg, cuya preparación se 

describe en el Ap~ndice A, adic:i~nado con diferentes 

concentraciones de 2,4-D y BAP <Cuadre 1>, agar noble <Difcc! al 

1~ !p/vl y pH 5.8. 

Cuadro 1. Concentración de 2,4-D, BAP 
y nomenclatura utilizada en 
la prueba preliminar l. 

2,4-D BAP 
MEDIO !Ml <Ml 

DCBO o.o :-6 o.o 
D6BO X 10 o.o 
DOB6 o.o 1 X 166 

D?BS 1 X 10'7 1 X 10-B 
D6B8 1 X 166 1 X 10-B 
DSBS 1 X 105 1 X 1cf8 
D7B7 1 X 16

7 
1 X 107 

D6B7 1 X 166 1 .. 167 

D5B7 1 X 165 l X 107 

D7B6 1 X 107 1 X 10-6 
D6B6 1 X 166 1 X l<Í6 

D5B6 1 X 1<C 1 X 10~ 
D?B5 1 X 10 1 X 165 

D6B5 1 X 1~ 1 :< 165 

D5B5 1 X 10 1 X 165 
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Se sembraron cuatro explantes de folíolo o hlpocotilo, según 

fuera el caso, en cada frasco de cultivo. La siembra se efectuó 

bajo condiciones asépticas y posteriormente fueron colocados en 

incubación a 269 C en la obscuridad, durante 38 dlas, al final de 

los cuales, se determinó el porcentaje de inducción de callo en 

cada repetición. Así mismo, se obtuvo el promedio para. cada grupo 

experimentado, transformando previamente los porcentajes a su 

correspondiente valor arcoseno, esto es: 

-1 
sen ~ 

dende x = decimal del porcentaje 

Para el análisis estadístico de los efectos de las 

combinaciones de 2,4-D y BAP, se empleó la prueba de 

Krusl<al-Wallis <Apéndice BI )' la F- ueba de cemparaciOn multiple 

<Apéndice CI. En el an~lisis de las posibles diferencias entre 

les dos tipos de explante, se empleó la prueba U de Mann-Whitney 

<Apéndice DI. 

2.2 Prueba preliminar II 

A partir de les resultados obtenidos y empleando las mism~s 

condiciones de cultive, tipo de explante y medio basal¡ en la 

prueba preliminar II se incrementó a diez el número de 

repeticiones por tipo de explante en cada une de loa medios 

indicados en el Cuadro 2. En este case, la determinación de los 

porcentajes de inducción de callo, se efectud a los 40 días de 



30 

cultivo y Eu an~lisis estadístico se realizó empleando las mismas 

pruebas del caso anterior. 

Cuadro 2. Concentración de 2,4-D, BAP 
y nomenclatura utilizada en 
la prueba preliminar 11. 

2,4-D BAP 
MEDIO <M> <Ml 

DOBO o.o ·6 o. o ·8 
D6BB 1 X 105 1 X 108 DSBB 1 X 16 1 X· 1~8 
D4BB 1 X 164 1 X 1~7 
D6B7 1 X 1Ó6 1 X 10 
D5B7 1 X 166 1 X 1cr1 

D4B7. 1 X 1Ó4 1 X ló7 

D6B6 1 X 1ó6 1 X ló5 

D5B6 1 X 166 1 X 1ó6 
D4B6 1 X 1Ó4 1 X 166 

2.3 Prueba final 

En esta prueba, donde se definiO el ·balance óptimo de 

concentraciones para la inducción de callo, se emplearon las 

mismas condiciones de cultive, tipo de'explante, medio basal y 

n~merc de repeticiones, en los medios de cultivo indicados en el 

Cuadro 3. 

En la evaluación, efectuada a les 40 días de cultive, se 

determinó el porcentaje de rizo96nesis, además del porcentaje de 

inducción de calle y se utilizaron los criterios morfológicos 

como consistencia, textura y pigmentación para evaluar las 

características macroscópicas del callo oblenido. 
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Cuadre 3. Cancentracidn de 2,4-D, BAP 
y nomenclatura utilizada en 
la prueba final. 

2,4-D 8,\P 
MEDIO CM> <111 

DOBO o.o -6 o.o -8 
D6BS 1 X 1~5 1 X 10 
D5B9 1 X 10_6 1 X 1ci8 

D6B7 1 X 1~5 1 X 10-1 

DSB7 1 X 10 6 1 X 10-1 

D6B6 1 X 1t!5 1 X 16"6 
D5B6 1 X 10 1 X 166 

As! mismo, a partir de los 16 días de cultivo, ee determind 

el porcentaje de inducción periódicamente a fin de establecer la 

cindtica de inducción y con ello, ºe¡¡¡timar la velocidad y el 

tlempa m4ximo de inducción de callo. 

Para es.t.ablecer la cinética de inducción de carla, se empleó 

el ajuste al modelo logística de crecimiento, definida por la 

función: 

m/x 
y "' b • 

donde b y m son la ordenada al origen y la pendiente, 

respectivamente, .obtenidas de la regresión .lineal efectuada can 

los valores promedio del porcentaje de inducción <Y> para el d{a 

!Xl correspondiente al per1odo de cultivo. 

La estimación del porcentaje máximo de inducción, se efectuó 

empleando la transformacidn Walf ord <Ap~ndice El can los valores 

promedio de los; porcentajes de inducción obtenidos ent.re los 20 y 

40 d{as de cultivo. Mientras que el tiempo m4ximo de induccidn se 



estimd a partir de la funcion lineal de la cinética de 

induccidn. 

3. CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION 

3.1 Establecimiento del cultivo en suspensidn 
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A partir de los resultados en la etapa previa, no fue 

posible encont.rar diferencias entre los dos tipos de· explante, 

por lo cual los callos obtenidos de folíolo e hipocotilo, fueron 

subcultivados en los medios óptimos D5B6 y D6BS re~pectivamente. 

De esta manera, para iniciar los cultivos en suspensión, se 

emplearon los medios de cultivo, D5B6 y D6BS, llquidos y 

distribuidos en alícuotas de 25 ml en matraces Erlenmeyer de 125 

ml, cerrados con papel aluminio y esterilizados previamente en 

autoclave <apéndice Al. 

En una primera etapa, se emplearon callos con ló días de 

edad, de folíolo e hipocotilo, mismos que fueron fragmentados 

para colocar aproximadamente 0.5 cm
3 

de células en cada matraz de 

cultivo, efectuando las manipulaciones bajo condiciones 

asépticas. Los cultivos se colocaron en incubación a 2ó•c y 

·obscuridad contínua, dentro de un bafto con agitación a 120 rpm. 

Después de 25 dias, los cultivos de folíolo mostraban. 

claramente, el desarrollo de raíces a partir de pequeños 

agreg~dos, por lo cual se procediO a efectuar la transferencia de 

!es cultivos en suspensión de hipocotilo, para lo cual se filtró 

~l cultivo a través de una malla de acero inoxida.ble con poro de 
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184 µm de di;lmetra, a f !n de eliminar las grandes agregados 

celulares y fragmentas del .cal la· emplead;:i en su establecir~ienta. 

Se inocularan S ml del filtrada par cada ~atraz de cultiva, can 

25 ml de medio fresco D6BSI las cuales se colocaron bajo las 

mismas condiciones de cultivo, descritas anteriormente. 

3.2 Determinación del crecimiento. 

Durante el período que duró· este subcultivo, 25 d{as, se 

determinó la cinética de crecimiento en base al nGmera de c&lulas 

par unidad de valumen de la suspensión. Para ello, se efectuó el 

cantea de células en una cámara d~ Neubauer al microscopia de 

contraste de fases y por extrapolación, se determinó el nGmera de 

células por ml de la suspensión, se efectuaron tres repeticiones 

para cada punto. 

Se empleó nueva.mente un modelo 109ístico, para describir la 

cinética, así coma la transforr¡¡.;;.c:ión W~lfcrd, para la e&timacidn 

de la capacidad de carga máxima del media de cultiva y, par 

sustitución de.ésta· en el modela, se estimó el tiempo de 

subc:ultivc. 

4. METODOS DE ANA~ISIS HICROSCOPICO. 

Para el análisis microscópica, tanta de los callos obtenidos 

come del cultiva en suspensidn, se emplearon preparaciones 

frescas de las mismos. En el caso de los callos, consiatie~on de 

parte de la proliferación celular, dis9re9ándola suavemente scb1e 



el portaobjetos, can la ayuda de agujas de disecclOn, antes de 

colocar el cubreobjetos. 
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En el caso de los cultivos en suspensión, se tomaron 

muestras de los mismos con una pipeta Pasteur y •01• colocaron 

entre portaobjetos y cubreobjetos. Básicamente se efectuaron 

obsarvaciones de las caractar!sticas de pared celular, ml.clea y 

vacuolas, que permitieran definir el tipo celular¡ as! misma, se 

realizaron observaciones sobre la forma y longitud máxima de las 

células. 

Para al análisis se empleo generalmente un microscopio de 

contraste de tases <Carl Zelssl, y en algunas casos, se empleó 

azul de toluidina al 0.05 % y lugol, para observaciones en campo 

clara y lograr la contrastaclOn del citoplasma en contraste de 

fases. 
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RESULTADOS 

1. GerruinaciOn de semillas 

A partir de la cindlica de germinaciOn de semillas <gráfica 

11, es posible observar que después de 22 hrs, ~sta se incrementa 

rápidamente hasta las 72 hrs, donde la velocidad disminuye. 

Después de 5 d{as, las plántulas presentaban una altura de 

2-3 cm sin desplegar las fal {alas,_ la cual se cansegu{a al 

colocarlas ba.jo i luminacidn canstante durante cinco d1as más. 

100 

50 

º/o 

o 

20 40 60 

o o 

h y= 6.17-143.39/X I -
'.•-0.98 

80 'ºº 120 
HRS. 

Gr~fica 1. Cinética de germinación de semillas de 
Physalis ixocarpa Brot. Var. Rendidora 

En la gráfica, aparece la funciOn lineal que describe la 
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cinética de germinación, obtenida a partir del ajuste da los 

datos experimentales a un model~ logístico, as! como la curva 

teOrica resultante. Del analisls de varianza practicado para el 

coeficiente de correlacion <Apéndice El, se tiene la siguiente 

tabla anova, que muestra una alta slgnif i.::atL1idad estadística 

para el coeficiente de correlación. 

F.V. 

Total 
RegresiOn 
Desviación 

TABLA ANOVA 

9.1. s.c. 

7 22.9274 
1 22.0023 
6 0.92S1 

C. N. 

22.0023 
0.15'12 

F 

142.71 

Empleando el método de Walford <Apéndice Fl, se estimo corao 

porcentaje de inducción máximo 93.95 %, el cual se alcanzaba 

después de BB hrs de incubaciOn. 

2. Cultive de callüs 

A partir de las observaciones hechas durante el proceso de 

induccidn de callos en las tres pruebas efectuadas, es posible 

establecer un patrón general, en el cual los explantes que 

mostraron respuesta, incrementaban su longitud durante los 

primero=: cinco d{as :le cultivo, en el c::aso de los e;..pla1.tes 

foliares, este incremento era acompa~ado de un aumento gradual de 

zonas cloróticas, c::on pérdida de pigmentación, que ir>ic.iaba iL 

partir de los extremos de corte ~ poster1ormente se extend!an 

sobre la nervadura c~nlral. 

Después de u.ui:1. semor.a.. de cullivc, SI? ob~er\la. el inicio de-

proliferación c::elulAr en los e~trerncs de corte en ~xplanl&& 
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foliares y en el caso de los explantes de hipocotila, un 

incremento en el volumen de la regiOn cen~ral. El inicio de la 

proliferacion en loe explantes de hipocotilo se presenta despue!& 

de lo& diez a doce d{as de cultiva. 

A fin de cantar con un criterio para la farmacidn de callas, 

se estableció considerar su presencia cuandÓ la proliferación 

celular pres;entara un diámetro aproximado de 3 a 4 mm. Empleando 

este criterio, la formación. de callos se observo a partir de de& 

semanas de cu::tivo, para algunos grupos, en el casa de los 

explantes foliares! en les explantes de hipacotllo se presentaban 

uno o dos días después. 

La formación de ralees, mostrada particularmente por los 

explantes de hipacotilo, daba comienza entre la& 12 y 14 días de 

cultivo aún en el grupa testigo IDOBO>, en el caso de los 

expl~ntcs foliares, se presentaba rizogdnesis en aquellas grupos 

en los cuales se emplean altas concentraciones de 2,4-D ·t baja& 

concentraciones de BAP. 

Los resultado.s.mostradoia a calltinuación, correiaponden al 

promedio de los porcetltajes de inducciOn para cada grupa o 

combinación de reguladores de crecimiento en las tres pruebas 

efectuadas para establecer el balance 6ptimo de 2,4-D y BAP, para 

cada tipo de explanle. As{ mismo se indica la suma de rangos de 

Kruskal-Wallis y el nivel de significación <N.S.>, an basa a la 

prueba de comparación multiple. La separación de grupos de 

concentraciones can diferencias sigtlificativa& entre s!, se 

indica empleando letras min~sculas, de tal manera que aquellos 

medios ~ntre los que no ha~ diferencia significativa, aparecen 
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con la misma lelra, 

2.1 Prueba preliminar 1 

Tilbla 1. Pcrcenlaje de inducción' de 
c:allc en la prueba preliminar I. 
Empleando explanles foliare&, a les 
38 días de c:ullivc. 

REPETICIONES 
GRUPO 1 2 3 4 5 MEDIA 

DOBO o o o .:> o o.o 
D6BO o 25 25 25 o 9.55 
DO'S6 o o o o o o.o 
D7B8 o o o o o o.o 
D7B7 o o o o o o.o 
D7B6 o o o o o o.o 
D7B5 25 o o o o 1.09 
D6BB o 100 75 o 100 55.23 
D6B7 100 o 75 100 100 83.46 
D6B6 100 50 o 100 o so.o 
D6B5 25 50 100 o o 29.66 
Jl5BB 25 75 75 100 100 83.46 
J)5B7 50 100 100 100 100 97,55 
D5B6 75 75 100 100 25 83.46 
D5B5 o o o 25 o 1.09 



Tabla 2. Suma de rangos para los µor­
centa3es de induccion da calla en la 
prueba preliminar I.· En explantes de 
fal{olo. 

GRUPO Par-ciento Rango N.S.ll-

DSB7 97.55 322.0 a 
DSB8 83.46 294.5 a 
D'5B6 93.46 294.5 a 
D6B7 83.46 2e:o.5 at: 
D6B8 '!55.23 234.5 be 
D6B6 '!50.00 230.0 c 
D6B5 29.66 209.0 cd 
D6BO 9.55 182.S d 
D7B~ 1.09 132.5 e 
D5B5 1.09 132.o e 
DOB6 o.oo 107.5 e 
D7B9 o.oo 107.5 e 
D7B7 o.oo 107.5 e 
D7B6 o.oo 107.5 e 
DOBO o.oo 107.S e 

* p<0.05 

.Tabla 3. Porcentaje de induccit:>n de 
cal lo en la prueba prel !minar- I. 
Empleando explant.es de hipocot i lo, a 
los 38 días de cultivo. 

REPETICIONES 
GRUPO 1 2 3 4 5 MEDIA 

DOBO o o o o o 1).0 
D6BO o o o o o o.o 
DOB6 o o o o o o.o 
D7B8 o o o o o o.o 
D7B7 o o o o 25 1. 09 
D7B6 o 25 o 2S 25 9.55 
D7Bo o o o o o o.o 
D6BB 50 :'5 o 2S 50 34.55 
D6B7 o 7:5 25 100 o 34.55 
D6B6 25 so o ::'5 25 29.66 
D6B5 o so 50 o 25 16.54 
n5:ea e o o o 25 1. 09 
D5:S7 25 50 100 o 50 44. ;";" 
DSB6 25 o 50 25 ...... 29.66 
D5D5 o 75 o 2S o 9.5:3 

39 
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Tabla 4. Suma de rangos para los por-
c:entaj es de inducciOn -de c:allr;¡ en l.a. 
prueba preliminar I. En expla1H.es de 
hipDCClt.ilO. 

GRUPO PORCIENTO Ra.n90 N.S.* 

D:SB7 44.77 280.:S a 
D6BB 34.55 277.0 a 
D6B6 29.66 266.0 ab 
DSB6 29.66 266.0 ab 
D6B7 34.55 246.0 abe 
D6B5 29.66 229.5 bcd 
D7B6 9.55 207.5 cd 
DSB5 9.55 195.0 d 
DSBB 1.09 147.5 e 
D7B7 1.09 147.5 e 
D6BO o.oo 117.5 Q 

DOB6 o.oo 117.5 e 
D7B9 o.oo 117.3 e 
D7B5 o.oo 117 •. :S e 
DOBO o.oo 117 .• 5 e 

* p<0.05 

2.2 Prueba Preliminar II 

Tabla 5. PClrc:entaJ e de inducciOn de c:al lo en la prueba prel irA,i. 
nar II • Empleando explantes foliares a los 40 dia.& de c:ult.ivo. 

0

REPETICIONES 
GRUPO 2 3 4 5 6 7 e 9 10 MEDIA 

DOBO o o o o o o o o o o o.o 
D6B9 75 50 so 75 o o so 25 50 o 29.66 
D6B7 50 50 25 25 75 o 25 100 o o 29.66 
D6B6 o o 75 25 o o 75 25 o o 9.SS 
DSBS o o o so o 7~ 25 75 50 o 16.54 
D5B7 25 25 50 25 75 o o o 100 25 27.30 
D5B6 o o 50 100 100 o o o 25 100 32.06 
D4BS 50 25 o o 50 25 o 50 o o 11.14 
D4B7 o o 25 o 50 25 o o o 25 S.45 
D4B6 o o o o o 75 o o o o 1.09 



Tabla 6. Suma de rangos para las par­
centaj es de inducción .de callo, en la 
prueba preliminar II. En explantes de 
fol iolo. 

GRUPO PORCIENTO Rango N.S.* 

D6B8 29.66 648.0 a 
D6B7 29.66 624.0 a 
D5B7 27.30 608.5 ab 
D5B6 32.0B 577.5 be 
D5BB 16.54 l545. o c.d 
D4B8 11. 14 506.5 de 
D6B6 9.55 478.0 ef 
D4B7 5.45 439.5 f 
D4B6 1.09 343.0 9 
DOBO o.o 280.0 h 

* p<0.05 

Tabla 7. Porcentajes de inducción de cal lo en la prueba 
nar II. Empleando explantes de hipaccti lo a 40 días de 

REPETICIONES 
GRUPO 1 2 3 4 5 6 7 a 9 10 

DOBO o o o o o o o o o o 
D6B8 o 75 25 75 o 75 75 25 7:l o 
D6B7 2'.3 50 75 50 50 o 75 25 50 ·50 
D6B6 25 75 o 75 25 25 o 25- 50 50 
neiBe o 25 25 25 o 75 75 o 50 o 
l):SB7 o 25 25 o o o 25 o 25 o 
D5B6 o o 25 o 25 o o o 50 25 
Il-.196 o o o o o 50 ú o o o 
?>4 B:-' o o o o o o o o o o 
D4B6 o o o o o o o o o o 
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prelim.! 
cultivo 

MEDIA 

o.o 
36..55 
42.16 
29.66 
18.53 

4.32 
5.45 
0.62 
o.o 
o.o 



Tabla e. Suma de rangos para loa por­
centajes de inducción de cali~ en la 
prueba preliminar II. En explante& de 
hipocotilo 

GRUPO PORCIENTO Rango N.S.* 

D6B7 42.19 794.5 a 
D6BB 34.55 709.0 b 
D6B6 29.66 703.0 b 
D5BB 19.53 610.0 c 
D5B6 :S.45 482.0 d 
D5B7 4.32 469.0 d 
D4B8 0.62 363.5 e 
D4B7 o.oo 310.0 f 
D4B6 o.oo 310.0 f 
DOBO o.oo 310.0 f 

* p<O.O:S 

2~3 Prueba Final 

Tabla 9. Por·centaj e de inducción de callo en la prueba 
Empleando explantes foliares, a los 40 d!aa de cultivo. 

REPETICIONES 
GRUPO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

DOBO o o o o o o o o o o 
D6B9 2:S 75 :so 75 50 50 75 7:5 25 75 
D6B7 75 75 25 50 25 50 75 75 50 75 
D6B6 100 7:S :so 75 50 75 50 50 25 50 
DSBS o 50 50 75 ns 50 75 50 25 50 
D5B:> 50 75 75 100 75 100 ?5 100 75 100 
D5B6 100 75 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Final. 

MEDIA 

o.o 
57.82 
57.82 
62.94 
47.39 
00.s6 
99.73 



Tabla 11. 
Empleando 

GRUPO 1 

DOBO o 
D6B8 75 
D6B7 75 
D6B6 75 
D5B8 o 
D5B7 50 
D5B6 .so 

Tabla 10. Suma de rangos para le& PºL 
centajes de inducción de callo en la 
prueba final. Empleando explantes de 
foliolc. 

GRUPO PORCIENTO Rango N.S.ll-

D5B6 99.73 617.0 a 
D3B7 88.86 507.5 b 
D6B6 62.94 344.5 e: 
D6BB 57.82 34'1.5 e: 
D6B7 57.82 344.5 e: 
D5BB 47.:38 287.0 d 
DOBO o.oo 60.0 .e 

* p<0.05 

Porc:enlaj e de inducción ;.e c:al le en 1 a prueba F i 11a.l. 
expla"tes de hipocctilc a les 40 días dEI c:ultivc. 

REPETICIONES 
2 3 4 5 6 7 a 9 .1.0. MEDIA 

o 30 o o 25 o o o o 1. 70 
100 100 50 75 100 100 100 100 100 96.68 
50 75 75 75 75 75 75 .1.00 7:S 77.23 

100 50 75 100 100 75 50 .1.00 50 85.36 
25 25. 50 75 25 7:S 25 50 o 29.66 
75 o 50 o 50 75 2:S o 75 32.oa 

100 o 50 100 100 75 100 75 100 83.46 
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Tabla !2. Suma de rangos para los por 
c~ntajes de lnducciOn·de c~llo en la 
prueba final. Empleando expl~~tGs de 
hlpocotilo. 

GRUPO PORCIENTO Rango N.S.* 

D629 96.68 548.0 a 
D6B6 95.36 459.5 b 
D5B6 83.46 458.5 b 
D6B7 77.23 437.0 b 
D5B7 32.08 251.5 c 
D:SBS 29.66 226.0 C· 

DOBO 1-70 104.5 d 

* p<0.03 
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En las tres pruebas, se emplearon lo& promedic5 del 

porcentaje para cada tratamiento en la prueba U de Hann-Whitney, 

a fin de establecer sí las diferencias entre los dos tipos de 

e><plante. no se· pedían atribuir al azar, en todos los casos, na 

hubo difer-encias si3nificat.iva¡¡ estadísticamente tp>0.05l. 

Por otra parte, en la prueba final de inducciOn de callos, 

se determino periódicamente el promedio del porcentaje de 

Inducción de callo,_ durante el per!odo comprendido entre las 16 y 

40 d~as de cultivo. Los datos obtenidos, para los medies D5B6 y 

D6BS, fueron ajustados al modelo de crecim~ent.o log1st.ico, cuya 

ecuación linearizada así como la curva experimental ~ la cur~a 

te6rica, son mostradas en la gráfic¿ 2 para el medio D5B6, que 

resultó Opt 11110 para explante.s de fal tolo y er: la grAf ic;a 3 p.r..r• 

el medie D6ES, que resultó 6ptimo p.r..ra explantes de hipoc;otilo. 
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GRAFICA 2. - Curva de indu.c:c:ión ·de c:allos .:>. partir de 
explantes foliares en medio DSB6. 

TABLA AtlGVA 

F.V. ;,.l. s.c. e. ti. F 

Total 10 0.0406 
Regresión 1 0.0377 0.0377 114.5 
Desviac:iOn 9 0.00296 0.00033 
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GRAFICA 3. Curva de i~duccidn de callos a partir de 
explantes de hipccctilo en medie D6BS. 

TABLI\ ANOVA 

F.V. 9. l. s.c. e. ti. F 

Total 10 0.1364 
RegresiOr1 1 o. 1190 o. 11;>0 61.59 
DesviaciOn 9 0,01:"4 0.00193 

35 40 
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Posteriormente, se empleó la transformación Walford 

CApéndice Fl, a fin de e5timar ei' pcr..:entaje máximo de inducciOn 

de callo, con lo cual se obtuve, para 61 caso de les explantes 

foliares en medio D5B6, un porcentaje máxima de 99.71 %1 el cual 

se alcanzaba a Jos 35 días, de acuerdo a la ecuación que describe 

la cindlica CGráfica 2l. 

En el caso de los explantes de hipecotilo, en medio D6BS, se 

r-bt.l!vo un porcentaje máximo d& 96. 79 'lr. que se a.lc:anzaba, de 

acuerdo a la función correspondiente CGráfica 3>, a los 33 días 

de cultivo. Se emplearon loa valores del promedia de los 

porcentajes de inducc:idn, obtenidos a partir· de los 20 días, 

considerando que dichos puntes scw posteriores al punto de 

inflexión de la curva correspondiente. 

Así mismo, en e5ta prueba final de inducción de callos, se 

obtuvo el porcentaje de inducción de ra!ces en cada tratamiento, 

encentrándose diferencias estadísticamente significativas 

Cp<0.051, a partir de la aplicación de las pruab~s de 

Kruskal-Wallis 7 comparación mdltiple, cuyos resultados aparecen 

en las siguientes tablas. 

Tabla 13. Porcentaje de rizcgdnesis en la prue6a final. Emplea.ndc 
explantes foliar~s a les 40 días de cultive. 

REPETICIONES 
GRUPO 1 ::! 3 4 5 6 7 a 9 lO MEDIA 

DOBO o o o o o o o o 25 o 0.27 
D6BS 75 o 100 75 75 75 25 100 75 so .:>7.9.2 
D6B7 :30 o 50 so '50 o o o o 100 20.61 
D6B.5 25 '50 o o o so o o o o 4.32 
D5BS o o o o 2'5 o o o o o o. :27 
D5B7 100 2'5 o o 25 25 o o o o 9.SS 
D5B6 o so o 50 50 50 50 o o 25 16.53 



Tabla 14. Suma de r·angos para los por 
centajes de rizogénasis, a partir de 
explantes foliares. 

GRUPO PORCIENTO Ra11go N.S.* 

D6BB 67.92 579.0 a 
D5B6 18.'53 407.0 b 
D6B7 20.61 395.5 b 
D5B7 9.55 331.0 e 
D6B6 4.32 303.5 d 
D5B9 0.27 234.5 e 
DOBO 0.27 234.5 e 

* p<0.05 

Tabla 15. Porc<>nlaje da rizogénesis en la prueba final. 
explantes de hipocctilo a los 40 d!as de cultivo. 

REPETICIONES 
GRUPO l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

DOBO 50 100 50 7'5 75 50 75 75 50 75 
D6B8 o 50 75 o 25 75 100 75 o o 
D6B7 o o '50 Ci 50 2::; 50 50 25 o 
D6B6 2'5 '50 o 25 25 o o o 25 o 
DSB8 o o o Z:J o o o o o o 
D5B7 25 o o o o o o o o o 
D'5B6 o o o o o o o o o o 
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Emplean.do 

MEDIA 

70.34 
32.08 
16.54 
a.o7 
ü.27 
0.27 
o.o 



Tabla 16. Suma de rangos para los por 
centajes de rizogánesis, a partir de­
explantes de hipocotilo. 

GRUPO PORCIEMTO Rango M.S.* 

DOEO 70.34 614.0 a· 
D6B8 32.08 448.5 b 
D6B7 16.54 398.0 c 
D6B6 8.07 344.5 d 
D5BB 0.27 235.0 e 
D5B7 0.27 235.0 e 
D5B6 o.o 210.0 e 

* p<O.O~ 

Al final del periodo de cultivo, en la prueba final, se 

evaluaron las características de pigmentación, textura ~ 
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consistencia, de los calles obtenidos en cada. medio de cultivo, 

para explantes de folíolo e hipocotilo, cuyos porcentajes 

aparecen en las si9uie11tes tablas 

TEXTURA 

G Granular 
P Porosa 

CONSISTENCIA 

F Friable 
C Compacto 

CLAVE 

PIGMENTACION 

H 
B 
V 
e 
R 

Hialino 
Blanco 
Verde 
Café 
Rojizo 
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Tabla 17. Carac:ter· ! st icas morfoldgic:as del c:ailo inducido. 
en las explantes foliares. 

TEl:TURA CONSISTENCIA PIGHENTACION 
GRUPO G p F c H B V c R 

DOBO o.o o.o o.o o.o o.o o.o ·o.o o.o o.o 
D6E8 69.6 30.4 69.6 30.4 30.4 o.o o.o 69.6 o.o 
D6B:? 91. 3 8.7 91.3 8.7 30.4 8.7 4.4 47.S a.;-
D6B6 so.o :so.o so.o so.o o.o so.o 8.3 12.5 29.2 
D5B8 90.0 10.0 90.0 10.0 20.0 o.o 40.0 40.0 o.o 
D5B7 42.4 57.6 42.4 57.6 12.1 15.2 27.3 36.4 9.1 
D5B6 10C o.o 100 o.o ·10.3 o.o o.o 61.5 29.2 

Tabla 18. Carac:ter.!stic:as marfolOgicas del cal le inducido. 
en los explantes,de hipocot.ila. 

TEXTURA· ·CONSISTENCIA PIGMENTACION 
GRUPO G p F e H B V c R 

DOBO 100 o.o · 100 o.o 100 o.o o.o o.o o.o 
D6B3 97.2 2.a 97.2 2.9 80.6 2.a o.o 13.9 2.a 
D6B7 100 o.o 100 o.o 36.7 o.o o.o 33.3 30.0 
D6B6 38.7 61.3 38.7 61.3 3.2 45.2 o.o 6.3 45.2 
D5D8 100 o.o 100 o.o 50.0 so.o o.o o.o o.o 
D5B7 81.3 18.7 62.5 37.5 o.o 6.3 o.o 81.2 12.5 
D5B6 83.3 16.7 93.3 16.;> 26.7 13.3 13.3 46.7 o.o 
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3. Cultivo de células en s~spen~ión 

Hasta esta etapa no se establecieron diíerencias entre les 

cultives de callos i.nducidos a partir de explantes foliares;,· de 

hipocotilo. Sin embarg~, después de 2S días en sus respectivos 

cultivos en suspensión, se observó que en el caso de les cultivos 

provenientes de calles de folíolo, se presentaba una mayor 

agr·egaci6n celular, acompaPlada de la formación de ratees en los 

agregados <Foto 11 1 a diferencia de los cultives provenientes de 

callo de hipocotilo, donde si bi•n existen agregados de 2 a más 

de 10 células, existe una gran cantidad de células libres y no 

hay indicios de alguna respuesta mot·fogenética, hacia la 

~\zogénesis <Foto 2 y 31. 

FOTC 1. Ag~egado~ en ~ultivos ~elula~es p1oveni~ntes Je 
explantes foliares, r.~cst•·.g.nJa rizcgénesis .. ~¿,.o 



,FOTO 2. Agregado·s en cultivos celulares provenientes de 
explantes de hipoc:otilo. ~8.8 

FOTO 3. P~qJ~~O$ agregados celulares de los =~lt;vos 
en suspensión provenientes de e:.pla1,tes de 
hlpoc:oti lo. '<100 
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Por esla razón, se decidlO continuar ma~Le~iendo el cultive 

en suspensiOn proveniente de calles inducidos a partir d& 

hipocotilo, en medie D6!38. 

Asi mismo, s~ determinó la cinética de creci~ienlo. la c~ál 

fué ajustada a un modelo 103{stico, cuya curva teOrica aparece en 

la siguiente grá~ica. 

¡¡ 

a 

o 

l• Y• r:1.zs-3.5BI& \· 
f•·0.9.PJ 

6 B to r2 '" 16 18 20 22 24 zs .zs .Jo 
OIAS 

GRAF!CA 4. Ci~étic.a de c.rec.imiento en los cullivc~ 
en suspensiOn de cé¡ulas de hi~cc.ctilc ~n 
medie D6!38 

F.V. 

Total 
Pegrcs:.lOn 
1lesviac.ión 

TABLA ANOVA 

g. l. 

l· 
1 
5 

s.c. 

2. 1365 
2.096 
0.0405 

C.H. F 

2.096 25d.::"4 
o.00c.1 
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Empleando el método de Walford, se calculd la capacid~d de 

c~r9a ~á~tma del medio que resYltd da 4.747015 x 10
5 cel5i~l y 

finalrne~te, se estimó el tiempo de subcultivo o tiem~c en que se 

el mo~Plo ~rap!~ado par3 de~c~ibir la ci~~tica de crecimiento, 

F~ ~l cultiv~ en susp~r1sidn, provenier1te de explantes d& 

h!coc~•i!o, se observó la presencia de un gran ndmerc de cél~las 

li~!·~~. si b!en ~Yistcri agregados. de 2 o más c~lulas <Feto 3l. En 

'3enf!'ral, la fcrma celular i:-r-a irr-ai.gula1" au.r.que se prese-ntaban 

ci:-~1.: !~s 'f'i:?lati-.:a!':.ec:t.a- isodiamé~r icas, la l~r.gitud má"iraa \1aria.ba 

~nt~e !2 :~ 93 µm: para difer~ntes formas celulares. R~sult6 

evident~ la pr~senci~ d~ ~~lulas conteniendo un gra~ n~me1·c de 

pla~ti~ics, los cuate~ alma~enaba1' a!mid6n coroo ?t~ducto d~ 

rpser·.·~. ee9~n ~e \"e~1~i~O n~diant~ su tinciOn con lu9ol CFctc 4 

~ ~>, ?n c~a5ianes estcs plasti~ics se lcc&lizaban an l& 

p~rif~ri3 ~el n6cleo. ~sí mismo, se observaren fi~~as 

h!p~cotllo, ~e ob~ervO la pre3encia d~ cél~las de tipo 

rl~ hace~ irforenciee sobr~ ~1 ori~e:~ de !L proliferaci6n, se 
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e-lulas prolí~erebar principalmente, a partir del par~nquima, ~in 

emb~~90 se presentaban adzi scbt·~ la epidermis del explar~t~ <Foto 

~l. Asf mismo fu~ positle observar en les ~&!los, restos de 

c~lulas vasculsres =orno traqueidas CFcto 83. 

!'7~TIJ 4. A3rf;::;¿.d:·=: '='l'- !a:-es té'r::.-:lc.:.;: :::r:r1 lu·3ol qu~ 
rrv.t~istra la dist.ribtJciOn de los plasti.:iioz 
cor=f.:P.'.""'ieri-=!o ~1 .. nj-:fOn. x100 
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~OTO S. Detalle :1~ ia foto9raf(a ant~rior 
qu;- rouP.-st,..a la. distribución .c!e los plastidics 

.alrededor del núcleo. ~400 

FOTO !: • 
C~lc•la p~,..e:o<;·-'Lmat.c:a, µr:.-.1-=11Lenle doi! 
• ·~!q~t•~ de hi~ccotil=· T1n=1cn c:oG a~u~ 
n~ •:d"i:1\na. en c:cnt~c·~·.e :!~fases .. ·.100 
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FClTO Fxt1'e~~ de un exp!&nt~ de l1ipocotilo que 
:-,v~-:-s~ra la pr·cli-fe:-r·at:.iOn i::.e-lula.r inducida.. 
TinciOn coh azul de toluidina. x100 
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FOTO 8. c,,110 prove...,:erite de e·:pla11tes de hipccot;lo 
mostrando la presencia de células vasculares 
TinciOri con 3zul de· toluidina. >:100 
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D!SCUSIOM Y CONCL.USlCllE& 

El método de desinfec:c:iOn superfic:ial, emplea.do sobre el 

material biolOgi<=o, resultó adec:uado para la elirninaciO;. de 

agentes ccntamina1ü,es, mientras que por otra parte se conserva. un 

alto porcentaje de germinación 193.95 %>, lo que indic:a un nulu 

efecto del tratarr.iento sobre el meta.bol ismo de la. semilla.. L.a 

conveniencia. del empleo de un tratamiento ac:ido durante l~ 

postdesinfección, discutida por Abdul-Ba.ki 11974 a y bl, requiei·e 

de eiec.:tuar pruebas sobra otros parámetros cortHJ es ld. P1~d.icl..:i. oe 

descarboxilación de compuestos orgánicos que impidan su 

incorporaciOn al metabolismo c:elular, lo que explica que en 

contraste, durante las pruebas pr·elir.iinares, c:cn la eliminac10n 

del tratami~nlo ácido, no s~ enccntr~rá11 diferencias ~n ~l 

pcrcentaj~ ~e germina~ión, razOn por la cu41 se eligió el 1üétado 

empleado, dada su fac:ilidad y corte tiempo de desarroll~. 

A partil' de la. cinétic:a de 9erminaciOn de- las sauallas -fu.é 

posible establecer que el porc.enta.Je de 9errninac:idr1 ro.1xi100 es 

alcanzado jespués de 88 hrs de inc:u.~ac:iOn b&JO c:ondic.ione5 de 

ob:c.uridad continua.. sin e1nbar90. ~e mantieneu dt..i.ran~a- u.u ·¡..aer ÍuJo 

ma.";lcr es días>' a fÍr1 de- e-stirnular la clon<;acii!:r1 del hipoc.otilo , 

evitar <.1.n terap1·a.no desople9amiento de los folíolos, esto ú.lt.io.:. a.e 

legra al colocar las plántulas bajo ilumina.ciOn constante. El 

rr.o-Jell) em¡,;,l~ado E.:<r1 l.;:. ;.;..:·st..ripci6n de le.a. t;.it1élic.a. de 9er1nir•cU .. i'111·, 

permite cll1 a.Juste altar.oente si;¡nifio:.a.ti-.o (p·.O.ull, '"'¡e;; datc5 

t?~~per irnentales. 

Erl la e lapa de lt.du::..c.ión de cal lCJ• ~e- ul;.Sei" "·6 la. s.er ie: <h: 
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e~entos característicos de esta respuesta mcrfcgenética a las 

cor.dic;one"' D:¡ tl.iL9. <Yeol(.,¡¡.n M.M. >' Macleod J.A., 1977;. E1; la 

Prueba pr<:l iminar I, se estableció que concer,tracicnes de 10 y l 

µM de 2,4-D, en c~wbinaciOn con concentraciones de 0.01, 0.1 ¡ 1 

µ.~1 de EAP 1 estimula." la induc.c:ion de c:al los, mientras que estas 

mi~mas concentraciones 1e 2,4-D con cor1cenl•&ciones IRayor~~ de 

EAP, inhiben el procese. Ne se presentó respuesta en aquellos 

medios que conteníar1 baja"' concentraciones de la auxina (0.1 ¡ 

0.01 µ.M·l a,;;Í come tampoco en el medie libre de re9ulador"s y en 

aquel los donde sólo se presentaba uno d~ lu;; regula.dores íTai..1 ... s 

1-4l, lo que indica que el explarate no presenta un balance 

end6g•"o de reguladoreE que permita la formación de callos como 

r~sp~~sta a las condiciones de incubación ~ al "strees" 

o-=.i;s.sio:1adc -:?•"1 el momento de la. .;:;xtra.cciGn de expla.nle~. 

Pcr otra parte, llama la atención el bajo porcentaje de 

inducción de callo mostrado por el conjunto de medies óptimos 

para el caso de les explantes de hipccotilo con 1especto al 

porcentaje obtenido en los explantes de folfulo, sin e~bargo no 

se encontraren diferencias significativas en el efecto de lo$ 

diver·sos tratamientos, con respecto al li~a ~~ e~planle 

<p>0.05l. 

En la segunda prueba prel imir1ar, se en.plea.re,,ra las 

ccnc~11traciones que m~stra¡·on ser más adec~adas, de ambos 

re .... 3uladores, .=i.111plici.ndo el r.:tn<:;u con el i11c.rem..::nlu de la 

c~11cent!·aci~t) d~ 2,4-D. Se corroborar~•) l~~ obs~r~aciones hecJ)as 

a partir de 13. prueb~ p1clirnir1iJI' I, la.s conc..cnlraL..iunea da 1 / .10 

µt: de :2.,'1-D / C.01 / 0.1 µf"1 de BAP r.,c,,:.trarun u.1.~ '°~Jc.lr regpu.e•ta, 
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--=· 
-~ 

0<1 se-r contrastadas, contra los me-dioE> que conten!ar, lC--::_-,,..1 de la 

au~ina ) el medio libre de regul•doresl las diferenci•s son 

significativas <p<0.051. 

En esta prueba, se invierte la relación del poo·cerolaje de 

induc:c:!6n para los tratamientos que muestran una respuesta 

Optima, entre ambos tipos de explante, mientras que la prueba U 

de Mann-Whitne~ indico nuevamente que ne existen diferencias 

significativas entr·e la respuesta observada en los tratamientos, 

que pueda zer atribuida al tipo de explante. 

A partir de los resultados obtenidos, se disefio la prueba 

final, en la c:uál se busco la caracterización del proceso de 

inducción de callo y la definición de una combinación Optima, de 

reguladores en el medio, para cada tipo de explante. En el c~so 

de los explantes foliares, la prueba de Kruskal-Wallis hlOSl~6 

diferencias signif lcativas entre los tratamientos y la prueba de 

comparación mólllple permtliO definir como concentración 6ptima, 

cot1 una clara ,;eparacion de los demás;; tratamientos, la. c:<:mtenida 

en el medio DSES, esto es con una concentraci6~ de 10 ~ l µM para 

la au:dna y la c:itocinina, re5pectivamente, can un porcentaje de 

inducción promedio de 99.73 %¡ seguida par el media D5B7 c:cn un 

porc.:entaje de 88.86 %, mostrando que ambos medios muestran ur1a 

mejor~ respue5tn, a la observada erl ~l medio que ~o:,tenía ¡ µ~i de 

2,4-D¡ as{ mismo es posible observar que altas concenlrac1ones de 

2,4-D combinadas c:ou !.>ajas concentrac:ic.mes. de BAF' (m.,dio D5B8l, 

inhibe la ·it1duc.::it!t. a aprcx.irna.damente lG. mita~, Je l.Js ,·,¡-.-e.:..:-.s 

observados en el medie óptimo (Tabla 10l, si bien, dicho efecto 

''º ft.l~ c:la.:--21.m-;nte observado en ld.E des pruebas preliminar-es. 
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En los explantes de hipocotilo, el medio Optimo indica 

requerimientos diferentes entre los tipos de explantes, .dada que 

en este ca.se el medio óptima fué D6B8 con un 96.69 % de 

porcentaje de inducción, seguido de un grupo de tratarnientas-, que 

no muestran difere~cias significativas entre sí, constilufda por 

los medios D6B6, D6B7 y D5B6 <Tabla 12l. En este caso, 

concentraciones de 1 µM de 2,4-D estimulan la fcrmaciOn de c•llos 

mientras que la concentración de 10 µM la inhiben a niveles muy 

bajos. 

Los resultados observados confirman la importancia de la 

definición de condiciones Optimas para el desarrollo de los 

eventos morfogenéticos, para ca.da tipo de expla.nle, lu cual ha 

sido reportado anteriormente en diversas espe~ies <Yeom~n N.N. y 

Hacleod J.A., 19::'/l. 

Entr·e las aportaciones del pre;.e11le Ltabajo, a la 

caracterización de les sistemas de cultivos de callos, se 

encuentra el enopleo de ... m modelo 1o\atemálicc qu"-" Je!:ic.1 iba la 

cinética de inducción y que en el ca.se de E.bz·&al is ixcca.rpa, 

' correspondiG a un modelo logístico, el cual mcslrO la mAs alta 

correlación y el mejor ajuste, contrastado con los mod&los 

logarítmico, samilo9arl"tmico ;1 liroeal, mediante un s,;;11c..ill.:. 

programa para microordenador elaborado por el autor. 

En las gráficas 2 ~ 3, correspondientes a las curvas 

teóricas para la cinética de inducción de callo en los medios 

Optimas de e:,plarites ioliares y de hipccotilo, r .. sp .. .:.tivaonenle, 

es posible observar el ajuste logra.do con los dalos 

e::~pet imentalcs, lo Cl1ál iué c.orrct.ior·ado rued iar•LE:' el -.-.A• .i.aiiá úw 
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En los explantes de hipocotilo, el medio Optimo indica 

requerimientos diferentes entr~ los tipos de e~plantes, dado que 

en este caso el medio óptimo fué D6B8 con un 96.68 % de 

porcentaje de ·induccidn, seguido de un g1-upo de tratamientos, que 

no muestran diferencias significatiuas entre sí, consliluÍdo por 

los medios D6B6, D6B7 y D5B6 !Tabla 12). En este caso, 

concentraciones de 1 µM de 2,4-D estimulan la formaciOn de callos 

mientras que la concentración de 10 µM la inhiben a niveles muy 

bajos. 

Las resultados observados confirm~n la importancia de la 

definición de condiciones optimas para el desarrollo de los 

eventos morfo9enélicos, para cada tipo de explanle, lo cual ha 

sido reportado anteriormente .en diversas espe~ies !Yeom~n M.M. y 

Hacleod J.A., 19771. 

Entre las aportacicr.es del prese11le Lc·abajo, c. la 

caracterizacidn de los sistemas de cultivos de callos, se 

encuentra el erupleo de un modelo matemático que J~sc1 iba la 

cinética de inducción y que en el caso de f..b)i~ ixocarpa, 
-~-

cor raspond i O a un modelo logístico, el cual mostró la más alta 

correlación y el mejor ajuste, contrastado con les modelas 

logarítmico, semilo9arftmico t lineal, mediante un senc..illg 

programa para microordenador elabor&do por el autor. 

En las gráficas Z ~ 3, correspondientes a las curvas 

teóricas para la cinética de inducción de callo en los medios 

Optiroias de explantes foliares)' de hipocot.ilo, r0>sµec..liva1nenle, 

es posible observar el ajuste logrado con les d&to• 

e~"tpefirnentales, ta cuál -fué c.ort·ct.,,ora.dc ruediar.Le el •nA.t.•»ia de-



63 

varianza que en ambgs c&liQS resultó· altamente &Í.9nificativg 

lp<0.01). As{ Mismo es posible eéta~l~cer que si bien en los 

datos experimentales no se muestra la fase lag, esta pueda 

presentarse durante el período inicial, en el que los explanles 

incr~mentan su volumen y pierden la pigmentación. el valor 

absoluto d~ la pendienle de la regresión corresponde a la 

•.;elocidad de inducción de cal lo, esto es, al incremento del 

porcentaje de inducción con respecto al tiempo, mientra& que la 

fase estacionarla y con ella la estimación del pQrcentaje de 

inducciOn mAximo, nos perrAiten estimar la capacidad 111orfo9enética 

del tipo de explante bajo la& condiciones de cultivo 

estable<: 1 das. 

Resulta necesario hacer hincapié en la conveniencia de 

modificar e-1 criterio empleado en el pre&ante trabaje, para 

considerar la formación del calle, dado que el hecho de no 

observar la presencia de una fase lag en los datos 

experimentales, es atribuible a cierta sincronía en el desarrollo 

de los cal los, con lo que se observan cambios muy ra.dic:.•les, on 

las primeras etapas, en el porce.ntaje de inducción. Si biera esla 

sincronía no es generallzilble a otras especies, donde la 

hetero9eneidad del explante empleado podrá mostrar, en 

cor-1secuencia, claras diferencias al definir un diá.aletro 

aproximada como criterio para considerar callo a la proliferación 

celular. 

La oplimización de las t~cnicas, en el establecimienlo de 

los cultivos celulares, involucra la eli~inaci6n, en lo pasible, 

d~ otras respueslas morfo9enélic:as como la i~duccidn de raíc~s o 
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de brotes, en este sentido, se evaluó el porcentaje de 

rixogénesis en los diferentes tratamientos para cada tipo de 

expla~te, resultados que se indican en las Tablas 13 a 16. En los 

explantes foliares, para el medio DSB6, Optimo en la inducciOó de 

callo, el porcentaje de rizcgénesis fué de 18.53 r., el cu~l, si 

bien no es muy adecuado, resulta bajo en cornparaci6n con el 

porcentaje obtenido en el medio D6BS, que estimula la inducción 

de ra!ces, con un 67.92 %. Este tipo de explante, muestra un 

escaso potencial para el desarrollo del evento, dado los 

resultados observados en el medio libre de reguladores de 

crecimiento, con un O.Z7 ~ de rizcsénesis. Es conveniente senala:· 

que en este case, no se sigue el patrón observado en otras 

especies de la Familia Solanaceae <Kartha K.K., 1992>, en la 

relación entre el balance de re9u!·dores y la respuesta 

morfcgenética. 

En les explantes de hipocclilo se observa, a partir· del 

porcentaje de rixogénesis en el medio DOBO, un ele~ado pQtenciai 

de este tipo de e~plante para desarrollar ra1cas, lo cu~l es 

atribuible al balance de reguladores endOgeno¡ mientras c¡ue al 

aplicarles de manera e•Osena, el proceso se inhibe an proporci6n 

Inversa al incremente de la concentración de 2,4-D. En el medio 

D6BS, que resulto Optimo para la índucciOn de callos, se obtuvo 

un promedio de 32.0S % de rizcgénesis que podría 3er alto s1n 

.embargo es similar, la propcrcidn guardada con al medio LOBO, ~on 

la observada entre el medie D~B6 y D6BS, en los explan~es 

foliares <Tabla 14l. 

En ~1 cultivo de callos es ccm~n el emplee de cr1ter1oa 
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subjetivos que atienden al aspecto macroscópico para la 

evaluación del callo inducido. En este sentida es generali~ado el 

crite~io de considerar como un call~ apropiado para el 

establecimiento de cultivos en suspensión, a aquellos que 

.muestran una consistencia friable. textura granular o porosa y 

carentes de pigmentaciOn que indiquen necrosis Ccaté-pard~l u 

actividad totosintética tverdel. Par ello. se obtuvieron 

porcentajes de cada una de estas características para el letal de 

callos obtenidos en cada tratamiento (Tabla 17 y 181, en general 

el medio D5B6 en explantes follare5- presenta callos con textura 

granular -¡ consistencia friable, mientras qui! en su mayor parte 

muestran una pigmentación café que indica inicios de necrosis, 

atribuible a la acumulación de toxinas en el medio o bien a la 

~isminución de la concentración ~- nutrientes en el medio. En los 

explantes de hipocotilo, en el medio D6B8 se presenta un 97.2 ~ 

de callos granulares y friables can pigmentación hialina c:n su 

mayor!a, hay un baj~ porcentaje de necrosis. repre~entado por el 

13.9 % de callos cafés. Es claro que estos criterios nos permiten 

contar con algunas parámetros Útiles en la selección de medios de 

cultivo, sin embargo. no ser4n determinantes por ellos mismos. 

En la etapa constitu!da por el establecimiento de cultivos 

en suspensión. se optó por emplear el mismo medio de cultivo 

empleado en la induc:iOn de callas. la primera cbservaciOn 

relevante. fué el desarrollo de raíces a partir de pequenos 

agregados celulares en el cultivo preveniente de explantes 

foliares en medio D5B~ <Feto 1l. en cuya obtención se emplearon 

callos friables; mientras ~ue en el caso del cultivo prcveni~nte 



de explantes de hipocotilc, en medio D6B6 <Foto 2l, ai bien 

existía agregación celular, no se presentó el evento de 

ri:zogénesis. 

Es ~cno~ida la impcrtan~ia de las condiciones da ~ulli~~, 
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como to es la consistencia del medio, en la respuesta Jbservada 

tanto en les cambios en la consistencia del cultivo 

(ft'iabilidadl 1 como en la ind•..lCC!;!.r, de eve¡·,tos mor-foge1,~ticos; 

!Yeoman M.M. y Macleod J.A., 1977¡ Street E~H., 1977¡ Re1nert J., 

et al, 19771. En este sentido, resulta explicable la l~n~~ncia a 

la agregación celular y la ocurrencia de or,anogdnesis en ~¡ 

cultivo, como una respuesta al cambio de medie semisólido a medio 

líquido. 

Por esta ra:zón, se eligió finalmente el medio D6Ba ~ los 

explantas de hipocotilo, como los m~s indicados para~¡ 

establecimiento y Mantenimiento de los cultivos celularMs, en 

.E.h)'sal is ~¡:ja var. Rendidora. Finalmente, se pr-ocedie. a la 

caracleri2ac!6~ de l~ ci~ética de ~recimientc del ~~lti~~. 

Al igual que en el caso de la inducción de ~allos, se 

contrastaron los diferentes modelos de crecimiento que podrldn 

describir los. dalos experimentales, observándose (Gráf•~a ~¡, que 

el mejor ajuste se pres~nta con el e1npleo del mod~lo lug!~t¡~~ 

!p<O.O~l. Mediante el empleo de la transformación Walford, se 

esti1116 la capacidad rn4;t.ima del cultive,, que- cc1respor1dAG 

apr·oximadamente a 4.75 x 10 5 c:els.'r,¡l, la cual se ali::an;;:ab<S a lo• 

19 J!as ~e cultivo. 

alcanzada, ccn la capacidad má~iwa del medio ae c~llivo, re&u•La 
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baja (Streat E.H., J.977; Kin9 J.P. y Street: E.H., 1977J, sio 

emba,90 la densidad alcanzada con la c:apac:i:lad máxima del medio, 

~mpleando 5 ml como inOculo, provee del mínimo de la densidad 

~Ínima eFecti~a CStreet E.H., 19771, para mantener el cultivo 

mediar1tc• subcul4.i·1es de la suspensión. La baja densidad pue:le ser 

at•ibu!da a la pc:sibilidad de que el medio de cultive no reuna 

las c:or::liciu11,;;s 6¡.:.liraar; par·a el c1·ecimiente de la población, le 

cuá 1 será nec:esar io abordar a f í n de contar· con densidades 

cell\lares ali.as que ofrezcan ma:/ores posibilidades de éxito en la 

t~c:nica de plaqueo del cultivo en s.uapensiOn, una etapa cr!tica 

durar.te la selecciOn irl vitro CStraet E.H. 1 19771. 

En el análisis mic:roscdpico efectuado, todas las 

obs~rvaciones coinciden con lo reportado para otras especies 

IYecman N.N. y Street E.H., 19771. 

La~ características de pare~elular, arreglo del 

citoplasma, ndcleo y vacuolas, permiten afirmar que las células 

rnanteflidas en el cultivo en suspensión son células diferenciac1as 1 

espac!fic:amente del .tipo parenquimatoso. Lo cual apoya el 

planteamiento que se ha hecho por olros autore!i Ctlur·a;;hi9e T.• 

19791, para establecer que los.calles no e&tán constituidos por 

cél~l~s desd!ferenciadas, por lo menos no es 9eneralizable, 

cuando se emplean e~plantes somáticos distintos a teJido& 

embrionarios~ meri~tern~ticos. As! roismc, la nclabl~ variación en 

l~ forma de la~ cálul¿s, puede representar· la presen~ia de 

;:1...lt~11tet: 11 c.:o,r.::; ~e La (:'f:lt.a.blec:ido en olras espec.ies <Yeorr,a.-. M.M. y 

Street E.H., 19':'"'_,~, L..1 cual rep, .. e:¡ent.a u.na ventaJa. paret. a.bcrd.a.r· 

al ~islüm~~r1lo ~~ lín~as celula1~e~ 1Aulanle~. 
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APENDICE A 

PREPARACION DEL MEDIO HURASHIGE-SKOOG 

A fin de facilitar la preparación del medio de cultivo, 

formulado por Hurashige T. y Skoog F. <1962l, se preparan 

soluciones 25 y 100 veces más concentradas;¡ que la cantidad 

requerida en la formulación original. Estas soluciones 

concentradas o soluciones stock, son las siguientes: 

SOLUCION 1: 

SOLUCION 2: 

SOLUCION 3: 

SOLUCION 4: 

NH4 No3 •••••••••••• 16.:S g 

KN03 ............. 19.0 g 

KH2 P04 ........... 1. 7 g 

MgS04 ·7 H2 0 ...... 3.7 g 

CaC1 2 ·2 H2 o ..•.•. 11.0 g 

H2 o cbp 250 mi 

FeS04 • :' tt2 o ...... 0.695 g 

Na.2 ·EDTA ......... 0.9325 

H2 0 cbp 250 mi 

H3 Bo3 ............ 0.1550 

HnS04 • 4 1120 ...... o.5575 

KI ............... 0.0207 

::nS04 ·4 1120 ...... 0.2150 

STOCI-: A ........... 2.5 ml 

H2 o cbp 250 10 l 

g 

g 

9 

9 

9 

74 
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SOLUCION 5: Glicina .......... ?.·J. o mg 

m-Inosit.ol ........ 1.0 g 

Ac. Nicct.lnico s.o mg 

Piridoxina-HCl 5.0 m9 

Tiamina-HCl ...... 1.0 mg 

H2 0 cbp 100 ml 

SOLUCION STOCK A: NaHc04 • 2 H20 ..... o.s 9 

CuS04 • 5 H2 0 0.05 g 

CcCl2 • 6 H2 0 o.o:i 9 

HjO cbp 200 1111 

Posteriormente, para la preparación de un litre de medie de 

cult.ivc, se emplean 100 ml de la solución 1 y 10 1111 de las 

soluciones 2, 3, 4 y s. En el case de que sean adicionados 

fitorreguladcres del cre~imiento como auxinas y cilocininas, 

éstes sen agregados ant.es de disolver sacarosa al 3~ <plvl y 

finalmente, se afora a 1000 mi. Si se emplea medio semisólido, 

antes de aforar se agrega agar al 1% (p/vl. El pH del medio de 

ajusta a 5.B, empleando soluciones de acidc clorhídrico e 

hldrO:<ido de sodio 1 a 3 M, antes de esterilizar en autoclave a 

l2JºC o 1.15 Kg:cm2 de presión durante 20 min. 



APENDICE B 

ANALISIS DE VARIANZA A DISTRIBUCION LIBRE PARA RANGOS DE 

KRUSKAL-WALLIS 

76 

El análisis de varianza de una clasificaclOn por rangos de 

Kruskal-Wailis, permite decidir si k muestras indep&ndientes 

proceden de poblaciones estadísticamente diferentes. Al Igual 'que 

todas las pruebas estadísticas no paramétrlcas, su modele no 

especifica las condiciones de los parámetros de las poblaciones 

en cuestión, esto es, se trata de una prueba a distribución 

libre, lo cual si bien implica la supcsiciOn de Independencia y 

que se trate de variables cont.ínuas, su exigencia es menor 

contrastada con una prueba paramétrica que exige adem~s una 

distribución normal de la población estadística. Por otra parte, 

las pruebas no paramétricas permiten su empleo con variables 

medidas en escala ordinal, como es nuestro case, y a~n de 

mediciones en escala nominal. 

La prueba de Kruskal-Wallls supone que la variable en 

estudio tiene una distribución continua como base, por lo cua: se 

requiere al menos, de una medición en escala ordinal. Al 

calcularla, cada una de las N observaciones es reemplazada por 

rangos, esto es, todas las observaciones de las k muestras se 

ordenan en una sola serie ~ el puntaje más peque~o es sustituido 

por el rango 1, el siguiente mis grande por el rango 2 t asl 

suces i 'Jamen te. 

Posteriormente, se suman los rangos correspondi&ntes a cada 
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una de las k muestras y se procede a determinar si la de•igualdad 

entre las sumais es. tan grande que prob'Ai-lemente no proceden de 

la misma población bajo la hipdtesis nulA de que: 

'• = •.. == T1r 

Para lo cual se calcula el valor del estadístico H, empleado por 

la prueba, y definido como: 

:: . ., [% 
2 

l Rj 
H .. - 3<N+ll 

N nj 

donde k = núm. de muestras 

nj= n~m. de observaciones para k~j 

Rj~ suma de rangos para k'"j 

N = n~m. total de observaciones 

La regla de decisión consistirá en que a un nivel ~ de 

significación, se rechaza H0 si el valor de H ~ h 1 ........ , ... ,l 

o bien se l"echaza He si el valor de H l. "11
2 

, cuando el I' , ....... , 

número de observaciones excede a ~ o el número de muestras es 

mayor que 3, puesto que en este caso el estadístico H se aproxi~a 
1 

a la distribución de X. con k-1 grados de libertad, por lo cual 

la probabilidad asociada, conforme H0 , de valores. tan grandes 

v2, como el de H observada se puede determinar con la tabla de ~ 

cuándo no es asl, si k<3 y n<~, se cuenta con la tabla de 

probabilidades exactas para valores de H observada. 

Por otra parte, cuando ocurren ligas entre dos o más 

observaciones, esto es, que tienen el mismo valor, cada puntaje 

es reemplazado por la media de los rangos con que se encuentra 
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ligado y resulta entonces necesario corregir el valor de H, para 

obtener H', mediante: 

H 
H'c 

LT 
1 -

N3 -N 

donde T = t 3 -t, cuando t es el n~m. de puntajes ligados con el 

mismo valor. 

La prueba de Kruskal-Wallis tiene.una potencia-~ficlencia de 

95.5% cuando es comparada con la prueba paramétrica de aná.lisis 

de varianza de Fisher para un diseno completamente aleatorizado 

<Siegel S., 19721. 
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APENDICE C 

COl'IPARACION MULTIPLE A DISTRIBUC ION LIBRE PARA SUMAS DE RANGOS DE 

KRUSKAL-WALLIS 

Esta prueba es el equivalente a la prueba paramétrica de 

diferencia mínima significativa de Duncan, empleada en la 

separación de medias despu~u del análisis de varianza de Fisher, 

esto es, permite determinar cuales muestras proceden de la misma 

población y cuales de poblaciones estadísticamente diferentes, 

mediante el cálculo de las kCk-1>12 diferencias absolutas entre 

cada par de muestras a examinar. 

En nuestro caso, donde k es mayor que 3 y el número de 

repeticiones excede a 5, la regla de decisión es: 

1/2 

donde 
f
k tkn+l l 

"l"u + Tv si jRu-Rv 1 > q
1 

,. ~ 
oc, ... 12 

efecto del tratamiento u Tu= 

k núm. de muestras 

n = núm. de observaciones 

El valor de q se encuentra tabulado para el número de 

muestras y de observ~ciones correspondientes, con un nivel ex de 

significación. Para Ja elección de otras reglas de decisión, se 

puede consultar a Hollander M. y Wolfe A.D., 1973. 



APENDICE D 

PRUEBA U DE MANN-•..JHITNEY 

Esta prueba es la alternativa más adecuada ante la prueba 

paramétrlca t de Student, esto es, se trata de una prueba no 

paramétri=a que permite decidir si dos muestras independientes 

han sido toh1a.das de la misma población, por lo cual: 

H • ; 't"• = T'• y H, T .. ,¡. Ta 
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Se requiere que la variable haya sido 111edid& por lo menos en 

una escala ordinal. Para su cálculo, los valores de las 

obs•r~aclones son sustituidos por ·rangos, para obtener la suma de 

estos en cada una de las muestras y proceder a obtener el valor 

del estadístico u, mediante: 

u 

a bie-n, 

n 1 (n 1 +1 l 

2 

- R2 

donde R 1 es la suma de rangos correspondientes a la muestra de 

tamaño n 1 )' R2 es la suma de rangos de la m~eslr-a con tamaño n 2 

Las dos fórmulas a emplear, proporcionan diferentes valores 

de U, sin -;r.iba1'90 all .1er-c:!adei"C valer es el menor de los 

obtenidos, el otro se denomina U'. Para verificar, se emplea: 

u = n,n2- u• 

La regla de decisión es: 



donde el ''alcr del 12,:;,ta.d!atic:o u, ba.jo H , se e11c:uentra tabula.do 

para un nivel ~ de aigni+ic~tividad, con n 1 t n2 grados; de 

libertad. 

81 
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APENDICE E 

ANALISIS DE VARIANZA PARA RECTAS DC REGRESION 

En 9eneral, las rectas de re9resión obtenidas a partir de un 

ajuste de los datos experimentales a una recta, mediante el 

método de m!nimos cuadrados, presentarán una dispersión de los 

valeres experimentales con respecto a los valores teóricos. El 

efectuar una prueba de análisis de varianza para la regresión 

obtenida, permitir4 contrastar la hipótesi11 nula de que no t.ay 

correlación entre las dos variables Involucradas y que la 

aparente relación lineal se puede atribuir al azar !Little M.T. y 

H i l l s 3 • F. , 1976 > • 

El criterio de decisión será el rechazar Ha, cuando el valor 

de F observado sea mayor o igual que el valor F en tablas con 

cierta probabilidad de cometer error tipo I. 

En la siguiente tabla de análisis de varianza, se indican los 

cAlculcs a efectuar en la prueba: 

TABLA ANOVA 

F.V. G.L. s.c. C.M. F 

TOTAL n-1 ~y 
REGRESION 1 rª ~Y SCR.'1 CMR/CHD 
DESVIACION n-2 11-rª>I: y SCD/n-2 

Dende: 
n z n~m. total de datos 

r = Coeficiente de corre!acidn 



F.V.= Fuente de varlacl6n 
G.L.= Gr~dos de libertad 
S.C.• Suma de cuadrados 
C.M.= Cuadrado medio 

F = Valor F !Flsherl 

Es importante señalar que un alto valor del coeficiente de 
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correlación, que además resulte sl9nlflcativo, no necesariamente 

implica una relación causa-efecto entre las variables 

involucradas. 
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APEMDICE F 

TRANSFORtlACION WALFORD 

El método analilico conocido como t1ansfo~m~ciOn Walford, es 

una alt~rnati~a a ota~os métodos ~t-áficos ~- semi9r4fi~cs emple~das 

er. l :J. sasl!mat:iCrJ ~el •Jalo: 1.:á;;~imo ct:.leni:io ~'' ;;.urva.s o.= 

crecimiento de poblaciones o it1di•Jiduos, así como del período de 

lierop~ 1~ecesari~ para alcanzar di~hc v~lor mA~im~. 

Ests- n'éto·1o p1·opuesto por Walford .;.L. ero 1916 i'.a sld.::> 

emplea·:fo satiefa=tot iatnente para el ar1álisis del c.recir111cnto e.-, 

:=sper.:::i-es aroiri1ales <Rc~nsf:'f~ll A.G .. ~· E~-·erh~r·t li. 1..J., .L>:5:;) ;¡ 

cr~i=:ir.~iento, post.e-:-i::J:-e-s a.l pur~~u de inf le:.i.!lr. de la e__..,· va. 

del eje j~ las ~rdendj~s) ~~los t&lSffi~~ -~alcres.dal L~~cimi~nLo 
~l -., 

~a.r·.3- lu!;i rli 1 .:al:.;, i:S d~l ¡:.~1 Íc.il::.. Je t1~11·0-pw"·, ·ci ;:1~. li:t.l .. :3u 'a~_¡ ·.eJt:. cie 

·--~_;.: -. 

~:-~:~ ~~;~(~· _i;'. 
'«-- ·~ . 

E5 p.:>.r.iUl~ ·i~t.&.i.l.:.1.;:c.~,· ~:...1e una ;,"i11&~ ce-c.t.ét. con u1·1 ~n~ . ..i¡"·.J-:: 
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el crecimiento en un determinado tiempo, será igual al 

crecimiento en e1 valor de tiemp~ s19uie~t•, con el misma 

inter·Jalo, en otras palabras, no habrá cambio en el valor de 

cr·ecim!ento. 

i---i---

/ 
o / 

Fig. El 

/ 
V -A_ ....-

i---- V 
Va 

/ 
1/ 

Transformación Walford. 
A> Recta obtenida de la 
transformación de datas 
Bl Recta de 45º 

La recta resultante de la transformación, presentar~ una 

pendiente k que es una constante positiva y menor de una, que al 

interceptar a la recta de 45•, coincidirá con ella en la 

caracterlstica de que a valores s~cuenciales de tiempo, 

correspondan ~alures del crecimiento iguales. 

Ese punto de intercepción, representa el valor máa1mo 

alc~n=ado por l~ curva de crecimienLo , a su vez permitirá 

obtener el valor del período de tiempo en que e& alcanzado, 

medianto su sustit~~ión en la funciOn del ~odelo matemático de 

Cr'7lc:ir.1ieritc. 



Fara la obtención del punto de intercepciOn, se resuelve 

para un sistema de ecuaciones simultaneas, que una vez 

despejadas, corresponden a: 

e, 
Ymax 

1 - m1 

86. 

dende Ymax es el valer mAximo del crecimiento; b 1 y m1· serán les 

valeres de ordenada al ori9en :1 pendiente, respectivamente, 

obtenidos de la regresiOn lineal para la recta resultante de la 

trama+ormac iOn. 
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