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RESUMEN

La produccidn de Phvsaljis ixocarpa Brot. en la zana
chinampera de Xochimilco ha side limitada por la aita salinidad
que presentan los terrenos. Una de las alternativas prapusstas
para la solucidn del problema, es la obtencidn de variedadas
talerantes a las condiciones presentes en los suelas salinos. En
aste sentido, el uso de los métodos convencionales de.
fitomejoramiento han tenida poco éxito, por lo cual s& ha
abordado el empleo de las técnicas in vitro, en particular la
se@leccidn de lineas celulares taolerantes a salinidad en e} médlo
de cultivo, Péra ella, es necesario gl establecimiento de
cultivos celulares y su caracteriza:idn; objetivo de aste ’
trabajo.

Se logrd un alto porcentaje en la induccidn de callos a
partir de explantes faliares en medio Murashige-Skoaog enriquecido
con 10 uM de 2,4-D } 1 uM de BAP, asi mismo, en explantes de
hipocotilo, el medic déptimo para la inducién, cantenia 1 uf de
2,4—ﬁ v 0.01 pM de BAP. Se definieron las cinéticas de induccién
de calle para ambos casos. Par; el cultivo 2n suspensidn se
emplearon callos provenientes de hipn;otils. dado gue los
:ultivcﬁben suspensidan, provenientes de explantes foliares,
mastraban una tendencia a aesarrollar raices. Se defini6 la
cindtica de erecimiento del cultivo en suépensidn establecidao.
lLos cultivos de callos y en Suspensidn estdn constituidos por
celulas parenquimatosaé, de acuerdo al anidlisis microscédpico

realizado.



INTRODUCCION

Al igual gue el resta del mundo, nuestro pals se enfrenta a
un problema de fundamental importancia como es, €1l garantizar a
1a poblacidn alimentos suficientes para cubrir sus necesidades.
Para e£11lo, =e requiere avanzar gn la invesﬂiga:ian sobre fuentes
alternativas de alimentos; incrementar las areas.de terreno
dedicadag al cultive; asi como la calidad y_lusvrendam:entas de
la produccidn agricnla; a través del mejoramiento genético de las
especige cultivadas., Lo anterior sin plvidar la necesidad de
cambios en la estructura socicecondmica del pais, gque garanticen
el acceso de toda la poblacidn a lws alimentoas producidos.

El tomatillo o towmate de cdscara Physalis pubescens L. se

encontraba entre los principaless prriuctos agricolas cultivados

en el Méxlco prehispdnico. Actualmente la especie cultivada,

Physalis ixocarpa Brot. ocupa aproximadamente el 5% del &rea
dedicada a 1a pro#uc:idn de hortalizas en el pafs (Garza J.lL.,
1984). Haeta 1280, en el Distrito Federal, la mayor prnduccidn de -
egta hortaliza provenia de la Delegacidn XQchimQch sin embargo
hoy dia, su cultivo ha sido abandonado en la regifn, entre otras
Crazones, por las condiciones eddficas de los terrenos {(Castilio
G., 198é&).

La zona chinampera de Xochimilco resulta de particular
impairtancia puesto que, se ha estimadao, podria cubrir una porcidn
signiticativa de la demanda de productos horticolas para la
poblacidén del Distrito Federal (D.D.F., 1930), sin emkargo

muestra una elevada concentracidn de sales lo cudl, al impedir e}



desarrcllo de los cultivas, constituye unh obsticula para el
aprovechamiento de su potencial agr{cela.

En la salucidn del prablema de suelos salinos, se han
explorado alternativas que van desde la regeneracidn de los
terrenos hasta el mejoramiento genétbico de las especies
caltivables con el fin de obtensr var iedezdes tolerantes a las
condiciones gque lnpone una alta concentracidn de sales en el
medio.

En este sentido, los resultados obtenideos mediante los
nétodas da fitomejoramiento convencionales, han sido pocao
catistactorios (Handa K.A., et al, 1982), por Ia cual se ha
considerade el empleo de los métodas in vitro para seleccionar
material celular tolerante a elevadas concentfacinnes sal inas,
susceptible ye ser utilizado cnﬁo sistema para el estudio de las
bases bioldgicas de dicha tolerancia o bien emplearlo en les
programas de fitomejoramiento de la especie.

La primera etapa e2n la implementacién de las técnicas de
seleccidn in vitro, es el establecimiento de cultivas celulares,
callps y células en suspensidn para la especie y variedad en
cuesti6n, asi camo su caracterizacidn. En este Gltimo aspecto,
resulta de interés; el contar, con criterios de evaluacidn gue
muestren un alte grado de reproduccién, permitiendo asi, el
anidlisis confiable de los resultados obtenidos en los mdtodos de
cultivo de tejidos vegetales: ¥ lagrar la definx:idn.de
estimadoree precisos, especiaimente en la descripcidn del

crecimiento y desarrolla de poblaciones celulares.



AN NTES
1. Sistematica e importancia de Physalic ixocarpa Brot.
Los nombres comunes, tomatillo, tomate de cdscara o tomate

verde, son empleados indistintamente, para referirse a las

especies Physalis pubescens L., P. gngulata L., P. peruviana L. y

P. ixpgcarpa Braot., esta dltima es la especie empleada en ol

presente trabajo y corresponde a la especie cultivada actualmente
en nuestro pals.
De acuerdo 8 Bold, Alexopoulus y Delevoryas (1980),
P. ixocarpa Brot. se encuentra ubjcada taxondmicamente en:
Reino: Phyta {Plantae)
Division: Anthophyta
Clase: Dicotyledonae
Familia: Solanacea.«
Genern: Physalisg
Especiel P. ixgecarpa _
8i bien el gdnero Physalig fué establecido por Linneaus en
1753 con un total de nueve especies, ha sido objeta de continuas
revisiones, dada la complejidad del género, el ampiin‘rango de
variacidn en;untrado, ia ambigﬁedéd de ias &escripﬁioneé 9 li'
indisponibilidad de algunos tipos. En 1958.‘Naterfill realizd una
amplia revisidn delngénnrc, en base a diversas calecciones, entre
ellas la mexicana, en la cudl apnrté la siguiente descripcion

para la esgpecie:

Physalis ixocarpa Brotero ex Hornemann, Hortus Regius Botanicus

Hafniensis, Sup. 26.18i%} P. aequata Jacqg. f. ex Nees, Linnaaa

&:470.1831.



Anual, de 15 a2 460 ctm de altura, rawosa, glabra o revestida con
tricomas caortaos y esparcidas) hojas alteriadas de 2 a 7 cm de
longitud, ovadas u povado-lanceoladasj cdlizi S-lobuladoj corola

~acampanada-estrellada de ? a 15 mm de longitud, con S puntos de
color azul obscuro sobre el limbo, el cual estd recurvado cuando
abre tatalmesnte; con 3 estambres, anteras szules de
aproximadamente 3 mm de longitud, fuertemente enroscadas después
de la dehiscenciaj filamentos delgados y filiformes a anchos
cerca de la anterai estilo filiforme, el estigma capitade a
truncadol pedinculos florales de 3 a 5 cm de longitudj fruto
bicarpelart ca&liz del fruto invaginadoc basalmente, de 2 a 2.5 (3)
cm de longitud, casi 3glocbosc y frecuentemente estd totalmente
ocupado por el fruto} pedinculos frutales usualmente de 3 a B cm
de longitud} semillas casl eorbiculares mas o menos puntiagudas.

Waterfall proepone la seleccidn de un neotipo, probablemente
de la coleccidn mexicana, dado que Hornemann no selecciond el
holotipo ¥ no citdé material, sin embargo difiere la accidn a la
espera de un estudio mds detallado de las especies del &rea.

El tomatillo, es un fruto muy empleado en nuestro pais, como
condimento en salsas y platillos tipicos, la especie P. pubescens
era cultivada ya en la época prehispanica iGarza J.L., 1984),
encontr dndose come uno de los principales produ:tus.
Independientemente de sus valores nutritivos, en especies
relacionadas, se han descubiertao withanalidas, un tipao de
lactonas esteroidalezs, cuya actividad antineoplasica ha centrado
el 1nterés de varios investjigadores en la {mportancia

farmacoldgica de las diversas especies del g9énero (Bagchi A., et



al, 1984).

En nuestro pal{s, se siembra entre log dltimos dias de julio
y lag primeros de agasta, para ser cosechado en las primeros dias
de noviembre. Las semillas son germinadas en almdcigos y las
pliantulas son transplantadas al campo con una Separacidn de 70 cn
entre ellas ¥ un metro entre las filas (Pallares M.D., 1936). En
1780 la superficie cosechada a nivel nacional fué de 11,130 Ha de
riego ¥ 7,484 Ha de temporal gque signpificaron @l 3.9% y 5%,
respectivamente, del Area dedicada al cultivo de hortalizas; con

una preduccion de 159,797 ton (Garza J.L., 1984).
2. Praoblemdtiza de su produccidn en Xochimilco.

En el Distrito Federal, las Feginnes productoras eran, en
orden de lméortancla, Xochimilco, Tlalpan y Milpa Alta (SARH,
| 1983). Actualmente, en Xachimilco el cultivo de esta hortaliza se
ha abandonado, al igual que @l de otros productos, no obstante
gue el! tomatillo es muy apreciado por los canmpesinos de la re3icn
¥ gue se trata de un cultivo recomendada por ¢l sistema de
cl;slfi:acian de tierras para uso potencial, elaborado por el
ﬂpto. de Agrolagia de DETENAL, pues se consideraba gue en la
regién no existian limitaciones para su desarrollo (Alfaro S5.6G.,
1980). '

lLas razones de'este}abandann. son tanto de tipo
sociocecondmico como por los cambios eddficos que han sufrido las
areas dedicadas al cultivo agricemla (Castillo G., 19881,

principalmente debidos a un incremento en la cancentracidn de



sales por un exceso en la explotacion de Jlos mantos acuiferos y
una drastica contaminacion de los mismos.

LLa. Delegacidn Xochimilco comprende Quince pueblos, inclufda
la cabecera municipal, con una extensidn total de 122.02 kmz.
correspondientes al 8.97% del Distrito Federal. Estéd situada al
sureste de la entidad federativa, entre los paralelos 19°09° ¥
19919* de latitud norte y los meridianos 98954, ?9%°0%° de
longited ceste y una altitud media de 2.274»msnn; tiene como
1imites politicas la Delegaﬁidn Milpa Alta hacia el sur, al este
la Delegacion Tl&huac, al norte las Delega:}anes Iztapalapa ¥y
'CQynac&n y al peste la Delegacidn Tlalpan, Su clima (cw) 7
corresponde a templado himedo con liuvias en verano (Garcia de M.
E.,1954}.

La zona chinampera de Xochinilco se lucaiiza snbre el
ex~Lago de Xochimilco, al sureste del Valle de México y consiste
de numerosas parcelas “flotantes”, a manera de islotes, radeadas
de canales empleados para la comunicacidn entre ellas, su arigen
se remonta a la é&poca prehispénicn. por lp cudl se le considera
una de lﬁs pocos sistemas agricolas indigenas, que no fué
abandonado despuds de la conquista (Rejase R.T., 1983).

De acuerdo al Plan Parcial de Desarrallo Urbano para la
Delegacicon (D.D.F., 1980), Xochimilco representa a diferencia de
otras Delegaciones de la zona central del D.F., una reg9idn
urbano-rural en la cual, las actividades agricolas representaban
el componente mds importante de la estructura ecaonémica lacal,
siguiendo en importancia el sector agropecuario, el industrial s

el de servicios. Sin embargo, actualmente la sobreexplotacidn de



tos martos aculferos v la eportacidn de contaminantes al sistema
lacustre ha provocado una sustan&ial readuccidn de la produccidn
aarfcola v en consecuencia un deterioro de 15 estructura
econdmica. Es asi{ coma 3000 Ha de la extensidn de la Delegacidn,
que comprendfan al antigio vaso del Lago Xochimilco-TlAhuac y gue
se oncortrabzn tstalmente cocupadas por la zorna chivampera, nban
pacado a cubrir una extensidn de s6lo 2000 Ha aproximadamente,
mismas gue se encuentran en peligre de perderse, de continuar la
dindmnica actual.

La sobreevplotecior de los mantos acuiferos y el riego con aguas
:untéminadas o pesadas, provenientes de zonas de maybr altitud,
trae comn consecuencia que lps suelos se enrigquezcan con sales a
una mayor-rapldéz que su lixiviscidn. En el caso de la zana
chinampera, el calcio ha sido absorbido preferentemente, de
manara tal gue el complejo absorbente estd saturadc
principalmente par Ca** vy por Nat en niperia, por lo gudl se
clasifican como suelas sédicaos con estructura nec degradada,
suelos =salinos cor complejo cdlecico o Soionchaks (Duchaufour P.,
197%5). Estus suelos se caracterizan por su alto centenido de
sales de calcio én forma de sulfatos, bicarbonaﬁ&s; nitratos,
atrc.; durante la édpoca de sequia & como consecuencia del ascenso
de la solucidn del manto freirticn, nusstran una tendencia a

incrementar la caoncentracian de

1]

a2les an la superficie,
wanifestando eflorescencias blancas. Este suelo a menuds contiene
caliza activa con un perfil poco diferenciada, las arcillas estdn
floculadas v la estructuva s grumcsa » por tanto sergadsa.

La ealinidad de los =uelos, ocasionada por la aZumuiacidn de



iones sodio o calcio, constituye uno de 1lps mds serios preblemas
agricolas en todo e! mundo, dado que paor sus efectos sobre el
desarrollo y crecimiento vegetal, torna improductivas las areas
de cultivo, agravandose el problema, dado que constantemente se
incrementa el porcentaje de areas tultivables gque pasan a dicha
condicidn saiina.

Aln cuando no estan bien comprendidos -los mecanismos que
induce la elevada concentracidn de sales sobre el crecimiento
vegetal, se reconocen basicamente tres factores! Por una parte,
una elevada concentracidn salina reduce el Potencial de agué en
el suelo ¥y con ello disminuye la disponibilidad de agua para la
pianta (Xramer J.P., 17&8%), un fendheno conocido comog "“sequia
figioldgica®; otro factor a considerar es la alcalinidad que
caracteriza dichos suelos, llegando a alcanzar valores de pH gque
van dgsde 8 a 8.9, en suelos cdlcicos y de ? o mayores en suelos
sddicos, lo gque gcasionard principalmente, la indisponibilidad de’
una gran cantidad de nutrientes minerales, :nmalas @l caso dei
{S5sforo, manganeso, hierrno, zinc, cobre, etc. {Russell W.E.,
1261)% finalmente otro factor es la toxicidad de ciertos iones
para las c&lulas vegetales, parti;ularmente en el caso del Na* el
cudl, debido a su antagonispmo con 21 ion Cat?™, en presencia de
este dltimo, tiende a ser acumulade en el interior do las
células, elevando su concentracidn por encima de los niveles
téxicos, de acuerdo a observaciocnes hechas sobre la germinacidn
de semillas (Guerrier 6., 1983)., Este Gltimo factor tieme una
mayor importancia, por tanta, en el casc de las suelos cldlcicos.

En la bidsgueda de alternativas al problema de los suelos
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salinas, se han empleando desde la regeneracidn de laos terrenos,
mediante desalado ton agua dulce ¥y acunulacidn de materia
orginica (Duchaufour P., 1975}, hasta el mejoramiento genético do\
las especies cultivables, con el fin de aobtener variedades
productivas, que nmuestren tolerancia a las condiciones de¢ suelos
zalinos.

En este dltimo aspecto, los métodos de fitomejoramiento \
convencinnales han dado resultados poco satisfactorios (Hénda
K.A., et al, 1982), atribuibles no sdlo a las limitaciones
inherentes a dichos métados, sino también al escaso conocimiento
-que sobre 1os mecanismos de la tolerancia a las condiciones de
suelos salinos se tienen hasta el momento.

tas anteriores razones, han llevado a considerar el empleo
de las técnicas del cultivo de tejidos vegetales para seleccionar
material celular, de especies de interds agricola, tolerante a
elevadas concentraciones salinas el cudl, podrd ser utilizadao
como modele de estudio sobre las bases bioldgicas de dicha
tolerancia, o blen enpleado en los programas de fitomejoramiento

para las especies.
3. Cultivo de Tejidos Vegetales y la Seleccidn in vitro

Los métodos in vitro para el cultivoc asdptico de células,
tejidos, drganos ¥y otras estructuras vegetales.'denominadas
comanrmerte como cultivo de tejidos vegatales (CTV), han abiartao
nuevas poeibilidades para la comprensidn de fendmenos bioldgicos

relacionados con las vegetales y muy particularmente, han
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constitufido una inportante herramienta para eliminar algunas de
las limitaciones gque imponen las técnic.s canvencionales para la
propagacidn masiva de plantas de interds comercial (Murashige T.,
1974), en la obtencidn de plantas libres de patdgenos (Quak F.,
1977), la conservacidn de germoplasma (Rubluo I.A., 1985}, la
procduccidn de metabolitos secundarios, farmacos u otros praductos
de origen vegetal {(Loyola V.M. ¥y Reyes L.J., 1985), asi como en
21 mejoramiento genético, para la aobtencidn de nuevas variedades
(Green C.E., 192773 Carlson P.S. 9 Polacco C.J., 1975 Robert
L.M., 1985 a y b).

La evidente importancia econdmica de estas aplicaciones del
crv; permite explicar el creciente interés que saobre estas
técnicas, se ha observado en los dltimos afios, permitiendo su
rapido deaarbnlln. En huestro pais, se ha sefalado como una drea
biotecnoldgica de particular interés, recomenddndose el apoyo
gﬁbernamental ¥ privade para la ejecucidén de proyectos, en los
campos de preservacion de germoplasma, biosintesis de productos
vegetales, micraopropagacidn, investigaﬁian bdsica y mejoramiento
gendtico (Auintero R., 1985). .

En el campo QEI +itomejoramiento, el ij ha ﬁermitido
eliminar las barreras de la incompatibilidad interespecifica,
logrando cruzas entre individuos de diferentes especies y aun
entre taxa superiores, mediante la hibridacidn somdtica por
fusidn de protoplastos (Power B.J., Cummins E.S. y Cocking C.E.,
1970}, o bien mediante el rescate de embriones (Stewart HcD.J.,
1981)} por otra parte, ha permitido progresos impoartantes en el

disefio gendticao dirigido de nuevos crganismos, denaminada
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ingenieria genética, aprovechando las técnicas dé DNA
recombinante (Herrera E.L., ot al, 1983) y gor Gltimo, se han
superado las limitaciones metodolégicas, en costos y de tiempo
empleado para la seleccidn de variantes genéticos, mediante la
celeccidn in vitro, en contraste con el método convencional de
seleccicn masal (Widhalm M.J., L983).

La seleccidn de variantes gene¢ticos pnr.metodos in vitro, o
seleccidn in vitro, aprovecha la variabilidad gendtica natural
presente en las poblaciones celulares. Es bien conocido que,
particularmente en el caso de las especies vegetales, se
presentan genes mutables, esto es, que muestran uﬁ mayar gradn-de
inestabilidad genédtica (Skirvin M.R., 1978), la que trae coma
consecuencia gque una caracteristica especitica, determinada por
estos genes, presente gran varliabilidad dentro de la poblacidn.

_As{ mismo, se ha logrado observar la presencia de mapas
genéticos, esto es, que dentro de unh mismo corganismo, se pueden
presentar diferentes tipos genéticos entre sus componentes
celulares, generalmente por cambios en la ploidia, 1o cudl esta
2n relacidn con el tipo de,tejido al que pertenezcan {Bayliss
U.M., 1973; Chaleff S.R. y Keil L.R., .198_1)..

Esta amplia variabilidad genética natural, se mantiene o
amplifica 2n el cultivo in vitro (Kibler R. y Neumann ﬂ., 1980;
D’Amato F., et al, 1?80), 1lo cual se ha atribuido a diversos
factores como el tipo de explante empleado y ndmeroc de
.sub:ultivos (Bayliss W.M., 1973), reguladores del crecimiento
zdicionadns al medio de cultivo (Mohandas T. y Grant F.W., 1972)

+ las conditiones de cultiva, si bien estas Jdltimas son
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consideradas mds comeo agentes selectivas, gque como inductoras de
1a inestabilidad gendética.

Por otra parte, el cultivo in vitrp permite asi mismo, la
aplicacion de agentes mutagdnicos ffsicos y quimicos {(Horsch B.R.
Yy Jones E.G,; 19803 Widholm M.J., 1984); para inducir la
aparicién de mutantes que-presenten caracteristicas fenotipicas
que resulten de importancia agricola o industrial.

. se tiénen numorusnh‘;jemplns de la seleccidn in vitro para;
la obtencidn de 1ineas celulares remistentes o tolerantes a
enfermedades pdr patdganq: (Tomes T.D. y\Suanan‘B.g.. 1982), &
herbicidas (Giffard S., Collin H. y Putwain P., 1982; Swanson _
B.E. ¥y Tomes T.D., i?Bzi, a anélbgné de aminodcidos (Widhalm
M.J3., 1978), a metales {(0jima K. y Ohira K., 1982; Koo S.K.F.,
1982), a enfrtamientq (Chen U.H; et ai, 1982), a sequia (Lopez
P.C., 1985) y‘a salinidad (Dix J.P. y Street E.H., 19755 Pandey
R. ¥ Ganaﬁnthy S.P., ;985) o bien para la gbtencidn de mutantes
figioldgicos (Carlson S.P., 1970). El material biocldgico obtenido
de esta manera, ha permitida prnfundizar'en la conprensicdn de laos
mecanismos gehtti:nsg bioquimicos ¥ fisioldgicos, a nivel
celular, inveolucrados en laa respuestas feqot!picis'ubaervadas
{lLLdpez P.C., 19¥85), al poder emﬁlearlbs como modelo de estudio
-donde se eliminan todas aquellas respuestas que son prroducto de
" ‘'una organizacién estrucgural. con la ezpecializacidn inherente a
'ésta; mcsgrada por las plintas campletas ¥y sdlo se mantienen
aguellas que tengan una base celular.
" La,esérategia empléada en la selecccidn in vitro, de acuerdo

a Tomes T.D. Yy Swanson B.E. (1982), involucra de manera general,
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las siguientes etapas (Fig. 1):

A)
B}

C)

D)

E)

]
G)

H)

I}

J}

K)

Preparacitdn del material de cultivo in vitro apropiado
Mutagénesis (opcional)

Exposicidn al agente selectivo, en concentraciones letales o
subletales, en este dltimo caso, el material gue muestre
tolerancia serd transferido secuencialumente a niveles mda
e2levados del agente selectivo

Aislamiento y subcultivo del material tolerante a medios de
cultivo, en presencia y libre‘del agente Gelectivo
Caracterizacidn de lineas susceptibles y’tule(antes posterior
2 una nueva Qplicacion del ageﬁte gelectivo eﬁ logs cultivos
que crecieron, por cierto perindo de tiempu, en aysencia
del aéente selectivo .

Andlisis de las bases celulares de la tolerancia
Rediferenciacidn de plantas completas a partir de losh
cultivos tolerantes

Exposicidn al agente selectivo de las plantas regeneradas,
semillas provenientes de ellas y/o tejidos en cultivo in
vitrn.'extré(dos de ﬁlanias perteneciéntes-a la Fl-
Andlisis de las bases fisioldgicas ¥ biqﬁufnic&s de la
tolerancia al nivel de la planta compléta .

Estudic sobre la herencia de la caracteristica

de tolerancia

Estudio de los posibles efectos del proceso de seleccidn,

gobre otros caracteres relacionados con el desarrallag,

"erecimiento, morfologfa y produccidn de las plantas

tolerantes
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medio
selsClivo

&
' o099

A ash

Mortagénes:s

a5.=)

Figura 1. Estrategia general para la selecciodn jn vitro
de variantes somaclonales y regeneracidn de
plantas tolerantes a condiciones selectivas.

Para llevar a efecto las diversas etapas de la seleccidn jin
vitro, es conveniente tomar en cuenta los siguientes aspectos: El
tamafio ¥y tipo de la unidad de seleccidn, las condiciones de
seleccion, la capacidad de nmorfoygénesis en los cultivos

celulares, la estabilidad genética y citoldgica del cardcter y la
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correlacicdn entre la respuesta celular y 13 respuesta de 1la
planta completa.

tLa unidad de seleccidn, esto es la unidad bioldgica sobre la
que, al aplicaf @l agente selectivo, mostrara la caracteristica
de tolerancia, expresada fenotipicamente caomo la capacidad de
crecimiento en presencia del agente selectivo, consiste
generalmente de céalulas individuales, suspendidas e medio de
cultivo, o bien de protoplastos, esto es, células vegetales
desprovistas de pared celulari si bieh, se llegan & euplear
cult{vcs de callos, aungque no resulta recomendable, pues las
primeras opciones son las mds prdximas a los eficientes sistemas
de seleccidn microbicldgica (Tomes T.D. y Swanson B.E., 1982,
reconocidéndose un importante efecto de esta unidad de seleccidn
sobre el aislamiento de genotipos mutantes.

A partir de lo anterior, resulta evidente que la

implementacidn del sistema de seleccidn in vitro, se inicia con

el establecimiento de los cultivos celulares bajo condiciones
aseépticas. La estrategia mis comin, es el establecimiento de
cultivos de callos y a partir de astos, laos cultivos de células

en suspensidn y su caracterizacidn.

3.1 Cultivo de Callos

Uno de los tipos mds comunes de CTV, es el cultivo de
callos, gue padrf{amos definir como masas de células vegetales con
crecimiento activo, products de la induccidn de prolidferacidn

celular a partir de fragmentos o explantes de¢ te;idc proveniente
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de una planta completa, bajo condiciones in vitro. El anterior

concepto trata de generalizar las miltiples definiciones gque al
respecto se han empleado (Street E.H., 1%77§ Dodds H.J. y Roberts
W.L., 1982; Mantell H.S., et al, 1585).

Adn cuando para 18 induccidn de callos, generalmenfe s han
empleado tejidos de gnglospermas, tanto en dicaotileddneas como
monocotileddneas, se ha chservado tambien en gimnospermas,
pter}dnfitas y briocfitas (Yeﬁman M.M. ¥y Macleaod J.A., 1977).
Actualmente ez posible decir que'todos los organismos vegetales
multl:elulares, sﬁn fuentes patgn;inles de callné.

En esta misma dirécciﬁn. respecto al tipo de tejido del cuil
provienen los explantes, se ha observado su induccién a partir
del cambium vas:ular,'parénquima, periciclo de la raIz;
endnspermo,'cntiledunes. mesafilé de héja yAtejxdn prnQas:ular
(Yeaman M.M. y Macleod J.A., 1277), aunque actualmente se ha
ampliado el ndmero para incluir meristemcs, polen, embriones,
hipocotilo; etc.; (Hurtado M.D. ¥y Merino H;H.E., }987).

La induccidn de callos, se lleva a cabo a través de varias
etapas, inicidndose con la desxafecciOn de los explantes, cuya
finalidad es elimlnar_o remover taodos los n}:ruaréqntsmos
contaminantes de la superficie del tejido o del matergal
'bin!dgicu que se empleard como fuente para la iniciacidn del
cultivo, sin llegar'a ser letal para el tejido vagetal.-

Los ciclos de desinfeccidn superficial del material
. bioldgica, se pueden dividir en tres etapas: En la primera, de
predesinfeccidn, sge busca remover los contaminantes mds

superficiales, capas lip{dicas y romper la tenmidn superficial;
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para ello se empleah detergentes o alcoholes, entre estos
dltimos, el mas empleado es el etanol al 70 % (v/v),
concentracidn en la ctual, muestra cierta actividad garmicida
(Davis D.B., et al, 1978).

En la segunda.etapa, propiamente la desinfeccidn, en la gue
se eliminaran todaos los cantaminantes, se smplean agentes
quimicaos con actividad germicidal entre los maés empleados, se
encuentran el hipoclorito de calcio y el hipoclorito de sodio,
cuya concentracidn y tiempo de exposicidn, que inciden @n su
efectividad, dependerin del‘grada de contaminacidn y de su
toaxicidad sobre el material bioldgico. .

Finalmente, en la etapa de postdesinfeccion, se eliminan los
restos del desinfectante ya sea mediante mdltibles enjques con
agua destilada estéril o previo a esto, sn el casd de los
hipocloritos, se emplea un tratamiento &cido, con HCl, para
garantizar la destruccidn del agente quimico (Abdul-Baki A.A.,
1974a). La de;infecciﬁn superficial, se puede efectuar sobre la
planta o tejidos de ésta pero, en los CAsSas en que ésto es
posible, resuita mids conveniente practicarlio sobre semillas que
seradn germinadas en condiciones asépticas y por‘ende. las
pldntulas provenientes de déstas, 3e gncontrardn libres de
microorganismos contaminantes., V

Una vez gque el material no presenta contamjinantes, =se
procede a extraer los explantes,>mismus que sSeran colocados @n un
medio de cultive y bajo condiciones de cultivo adecuadas para la
induccion del callo. Entre los medios de cultivo, se tienen una

gran variedad de ellos (Street E.H. y Shillito D.R., 1927), pero
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bisicamente presentan cuatro tipos de componentes, los
constituyentes inorgadnicos, esto es, el conjunto de elementos
minerales esenciales para el crecimiento vegetal] los
constituyentes organicos, tanto carbohidratos, aﬁjnnécidns y
vitaminas, requeridos por las células vegetales, dado gue en
cultive in vitro, se encontrardn en estado heterotréfico y por
‘ende no serd posible su biosfntesis (Ojima K. y Ohira K., 1978);
los gsuplementos orgdnicos de :umposicion'cumplejﬁ, como ql‘agua
de cﬁco, hidrolizados de'prnte(ﬁas. etc. qde actﬁalmente tlendeh
a ser eliminados de los nedios e@p;eédns en CTV y finalmente, los
reguladores de creclmléntu o fitofegdladarcs. ﬁflhcip&lmeﬁte 7
auxinas y citocininas gue jueg#n uno de lbs pébeles nas '
importantes en la induccidn de lusl:allus.

Agtual@ente, &8¢ reconoce lz impertancia de un balance
exdgeno de auxinas ¥ citocininas en el medio de cultliva para el

desarrollo de lom eventos morfogenéticos a partir de los tejidos

vegatales en cultivo in vltru'(ﬂurashige.T., 1972). Si - bien no es
posible adﬁ definir ciaranente 1a relacidn ontre éote balance v
el tipo de respueata morfogendtica observada, en algunos casos &
Alrha estahle;fdn'qué b;jas»cun:antra:lonns d? éuxini cunbinadas con
altas :bn:ehtraciunes de citocinina favorecen la induccidén de
brotes aanhEitinss»la relacidn contraria, favoréce el procesn de
,rlzbédneﬁis b4 :oh:entra:innes equivalentes de ambos
‘+ituéregqﬁaqores.Quiimulan el desarrollo de callos (Kartha K.K.,
1982). Lo anﬁeridb no resulta de ninguna manera ganehalizabla,
pues-depénﬁ&&a dg:la especie, tipo de explénte,.tipn de

fitorreguladurnﬁ; condiciones de cultivo y particularmente del
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balarnce endédgeno de reguladores pfesante en el explante.

? Los cultivos de callos, pueden ser mantenidocs
indefinidamente mediante subcultivos, esto es, tr#nsferenciaé del
material celulér a medio de cultivo fresco, mismas que se

efectdian periddicamente, a fin de evitar la muerte del cultivo

por falta de hutrientes y acumulacidn de toxinas (Yeoman PM.M. »

Macleod J.A., 1977).
2.2 Cultivo de células en suspensidn

El cultivo en suspensidn consiste de célulaé vegetales

libres o en pegqueRfaos agregados que crecen en un medio liqﬁida,
con agitacidn continua, empleidndpse tanto sistemas de cultivo
batch como de‘cultivc continuo. San establecidos usualﬁente, a
partir de cultivos de calios previos (Street E.H., 1277), i bien
es posible iniciarlos a partir de suspensiones-de protoplastos o
de explantes primarios (Dodds H.J. v Roberts W.L., 19825 Mantell
H.S., et al, 1983).
' Los rgquefimientns para su cultivo, son bdsicamente los
mismos que aquellos empleados en @l cultivc del callo del cual
protéden, si bieﬁ en ocasiones e regquiere de alguna modificacibn
eh‘el medio de cultivo. Particularmente en este caso, os
necesario, mantener una adecuada agitaciéon del cultivo.a fin de
evitér, en lo paosible, la agregacidn celular (Rajasekhar U.é. et
al, 197&).

€1 mantenimiento de los cultivos en suspension se «fectda,

al'iguél que en el caso de los callps, mediante subcultives, en
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los cuales es importante considerar la densidad minima efectiva,
esto es, @1 minimo Indeculo necesario can el cual, la nueva
suspensidn puede reproducir su crecimiento (Street E.H., 1977),
en general esta densidad minima efectiva se encuentra entra 1 ¥
1.5 % 105 cels./ml.

Los cultivoe en suspensiotn, permiten extender el empleo de
las técnicas microbioldgicas a los vegetales superiores, par
Vejgmplo, en el'casn delvpiaquen, scbre cajas petri conteniendo
medio de cultivo semisdlido_que; maediante la divisidn de las

células, permite el desarrollo de callos nuevamente.
3.3 Estimacidn del crecimiento en' los cultivos celulares

La estgmaciﬁn &el :recimienta de las poblaciaones celulares
mantenidas en cultiva in vitro, es la primera de las
caracterizaciones necesarias en éstos, =in embargo, muestra
serias dificultades dado que; =n el caso de los cultivos de
callos, resulta dificil 1a separacidn de las células que los
constituyen, ademds de los prablemas gque existen para d?iiﬁir un
volumen adecuado de callo, puestd gque no s§guen uh patréon de
crecimientc homogénen. La alternativa ha sido emplear el criterio
de pe=zo fresco, lo que implira grandes riesgos de contaminacion,
ademds de que resulta discutible el uso de este pardmetro pues
pgede sdlo indicar un incremento en la masa celular, mds que un
incremento en el nimero de células. A pesar de lo anterior se han
empleado modelos comn 1a ecuacidn de Blackman: W = Qoetl. para

describir el crecimiento de los callos (Aitchison A.P., et al,
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19223 .

En el caso de los cultivos de células en suspension, si bien
el problema de la disgregacidn celular es pnsible resolverlo mds
facilmente, resulta necesaria una adecuada seleccidn de los
diversos pardnetros empleadas en 1; estimacidn, pues podran
expresar tanto el crecimiento en el nimero de la poblacidédn, como
cambios en el metabolismo de las cdlulas en cultivo (Rose D. y
‘ Mabtin M.8., 1974). En general, loé :ultivdﬁ mantenidos an
siagtemas batch, son descritns por madelos senilogaritmicos, que
permiten una adecuada descripcion de las curvas de tipo sigmoide,-
caracteristico de este éistema de cultiva (King J.P. y Streat
E.H., 1277). '

La busqueda de modelpos matemidticos que describan el
crecimiento de laas poblaciones celilares tendﬁé conc objetivo,
proveer de estimadnresrque permitan una caracterizacidn confiable
de los cultives ¥ que a su vez, servird para la contrastacidn

entre diferentes lineas celulares.
3.4 Andlisis estadistico en el cultivo de tejidos

Un aspecto importante y relacionado con el anterior, lo
constituye el empleo de métodos estadisticos que permitan
e%ectuar atirmaciones sobre los resultados obtenidos en el
cultivo ip yitro, con cierta probabiitdad de error. En este
sentido, existen pocos ctasos en la literatura que empleen pruebas
estad{sticas en el andlisis de sus resultados, debido por una

parte a la dificultaq para la seleccidn de pruebas adecuadas y a
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que en general, se han usado criterios subjetivos en la
evaluacidn de resultados.

Hurtado y Merino (1987), incluyen un capitulo sobre métodos
estadisticos empleadas en el cultivo de tejidos, sin embargo, se
hace un despropercionado hincapie en las pruebas parameétricas que
meestran una serie de limitaciones para su aplicacidn con
evaluaciones subjetivas, para las cuales es mds recomendable @l

uso de pruehas no paramétricas (Siegel S., 1972).
4. Cultiveo ip vitrg de Physalis ixocarpa

Actualmente en la literatura existen pn:nsbrepnrtes acerca
del empleo de las técnicas de cultivo fn Q!tru en &} género
Physalis, posiblemente debldo a gque el interds cobre su
importancia, saobre todo %armacnldgica. es reciente.

En easte sentido, me tienen purrejemplo e! trabajo de
Sipéhimalani ¥ :uiaboradn;es (1981), en el cudl se contrasta el -
patencial bigsintético de los calica ¥y plantas regeneradas, de

"explantes de tallo de P. minimg. para producir whitanolidas.

En el Easo de P. ixocarpa, el Qﬁicn r?pdrte,.existenge en la
literatura, es el de Ram{rez v cnaut&res (1985), en el cull se
define tipo, cnncentra:!dn y combinacidn mds adecuada de
reguladores de crecimiento, para la lnduc:idn'de brotes ¥y taicas,
a partir de éxplantes de hipﬁcutllo. resultanda dptiﬁo para la
formacidn de hrotes, el empleo de dcido a-Naftalenacético 1-12.5
uM en cnmbinacién con 6-Ben:ilaminbpurina (BAP} 12.5-50 pM.

Mienlras Que la induccidn de raf:es.,fué més frecuente en la
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migma concentracidn de ac. naftalenacético, en combinacidn con
o-1 pM de BAP.

Por comunicacidn personal con el Dr. Naftali Ochoa A.
(CINVESTAV, Unidad Irapuato), en el misma trabajo, se observd que
el emplen de acido 2,4-Diclorpfenoxiacédtico estimulaba la
farmacidn de callos, en contraste can atras auxinas
experimentadas.

De 1o anterior se desprende, gue adn cuando hay algunos
avances @én el emplec de las Fécnicaﬁ de cultivo de tejidos, éstas
ain deberdn ser Adacuadas y optimizadas, pariicglarmente para el
caso de‘lus cultivos de callos ¥y de cédlulas en ﬁuspensiﬂn, que
permitird a su vez el empleo de métodos in vitro, en el

mejoramiento de la especie, interés del presente trabajo.
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OBJETIVOS

En el presente trabajo se planted comoa objat}bn a corto
plazo, la adaptacién de la metodologfa para el ectablecimiento de
cultivos celulares {n vitrg de Physalis ixocarpa var. Rendidora,
que comprendio: ‘ ‘

~ Definir el balance optimo de auxinas y citocininas, mas
adecuado para la induccion de callos. .

- Definir el tipo de explante, folfolos o ﬁipncutilo, mas
adecuado para la induccidn de callos.

- Establecer un modelo matematico apﬁnpiadb para describir la
cingtica de induccion de callos. '

-VEntablecer el cultivo de células en sumspensidn a partir de Josu

callos cbtenidos.

~ Determinar la cindtica de crecimiento del cultive en

suspension.

- Estimar 1a capacidad mdxima del mismo ¥y el periodo de
aubcultivao, o

Lo anterior, permitira abordar objetivos a wediano plazo gue
conaigsten en la seleccidn in ﬁi&gg y caracterizacidn de lineas
celulares que muestren tnleranci; a las cnndi:lancsnnr;sentes an
suelpos zalinos con complejo calcico, caractep!atlcos de Ia zana
chinampera de Xochimilco.

A largo plazo, el matefﬂai bicldgico ¥y la intormacian
abtenida, podrd ser empleada en el fitnmojnrlmicntn de la
especie, ya sza mediante 108 métodos convenctionales o con las

alternativas que en esta irea ofrecen las métodos in vitro.
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MATERIAL Y METODOS
1. OBTENCION DEL. MATERIAL BIOLOGICO
1.1 Desinfeccidn superficial de semillas,

Se utilizaron semillas de tomatillo var. Rendidora
(PRONASE), las cuales fueron desinfectadas superficialmente
mediante el siguiente procedimiento:! Inicialmente se lavaron can
agua degtilada y e colocaron durante 30 segundos en etanol al
70% (v/v)y el cudl fue decantado y las msemillas suspendidas en
hipoclurito<de calcio al 10% (p/v) durante S min despuds de los
cuales, se les aplicd un tratamiento con acido clorhidrico 0.1 M
durante 60 seg a +in de eliminar las trazas del hipoclorito.
Finalnente, ias semillas fueron enjusgadas en cinco pcasiones con

agua destilada estéril.
1.2 OGbtencion de pldntulas y extraccion de explantes.

Una vez desinfectadas, se sembfarnn diez semillas en caia
frasco de cultivo, conteniendo 20 ml de agar bacterioldgice
(Bioxan) al 1% (p/v) con pH 5.8, previamente esterilizado en
autoclave, con las mismas Ccandiciones de esterilizacidn que se
emplearcn en la preparacion de los medios de cultivo (apéndice
AY. Asi mismo, al {igual que todas las manipulaciaones que
reguirieron de efectuarse en condiciones de asepcia, la

desinfeccidn y siembra de las semillas se realizd dentro de una
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campana de flujao laminar (VECO).

Los frascos conteniendo las.semillas, se celocaron en una
incubadora a 26°C y obscuridad constante curante cinco dias ¥
posteriormente, durante otros cinco dias, bajo iluminacidn
cont{inua (1000 1lx). Dezpuds de este perfode, las pldntulas
contaban con 4-4 cm de longitud en su porcidn aérea y fué
entunces cuando se procediad a extraer las explantés de foliolo,
con 2- 3 wn de lcngitud, en cortes pcrpendi:ularas a la nervadura
principal; y de hipu:otila, con 3-4 mn de lnngltud. .

Previamente, se determind 1a cindtica de germinacisnn de las
semillas de tomatillo, para lp :JAi se'sembrarnh“7o semililas
desinfectadas superficialmente @n cada una de cinco cajas de
petri de 20x100 mm contenienda 2 circulos de papel filtro whatman
ne. 1, embebidcs con 5 ml de agua destilada estéril, finalmente
ae sellaran can pldstico autoadherible.

Posteriormente se colocaraon a 24°C en obscuridad continua ¥y
se efectuaron detérmina:innes del porcentaje de germihaciﬁn par
caja a las 22, 44, 46, 74, 88, 93, 110 ¥y 123 hrs., empleando como
criterio para la germinacidn, Ia‘emergencia de la radicula. £1
valor promedio para cada determinaciédn se obtuvo a partir de los

valores arcaseno para el porcentaje obtenido en cada caja.
2. CULTIVO DE CALLOS
Ambos explantes fueron contrastados en los medins de cultivo

que fueron utilizados para establecer al rango de cancentraciones .

del dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 7y de la
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6-bencilaminaopurina (BAP), en las cuales ge encontraba el balance
dptimo de suxina y citocinina para la induccidn de los callos.
Para ello, se efectuaron dos pruebas preiiminares.

2.1 Prueba preliminar T

En esta prueta, se emplearon cinco repeticiones para cada
-tlpo de explante, en cada und de 1os medios de cultive indicadas
en el Cuadro 1j que consistian en frasces de cultivo canteniendo
10 m! de medio basal Murashlge-ékung, cuya preparacidn se
dgscribe en el Apéndice A, adicionado con diferentes
concentraciones de 2,4-D y BAP (Cuadro 1), agar nable (Dif:o)'al

1% (p/v) ¥y pH S5.8.

Cuadro 1. Cnncentracidn de 2,4-D, BAP
vy nomenclatura utilizada en
la prueba preliminar I.

: 2,3-D BAP
MEDIQ ) o
DOEO 0.0 0.0
D4BO 1 x 10° 0.0 ;
DOBG . 0.0 1 % 16%
p7BSE 1 % 107 1 x 102
D&B8 1 x 1g¢ 1 x 109
. DSBE 1 % 105 1 x 108
"DPBY 1 x 10 1 x 197
D&B7 1 x 1% 1 s 167
DSB? 1 x 16% 1 x 107
D786 1 x 107 1 x 10°
D&B4 1w 16 1 x 14°%
D5Bé 1t x 168 t x 108
D7ES 1 x 167 1 % 182
DEBS 1 x 19° 1 % 16%
DSES 1w 18% 1 x 18°
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Se sembraron cuatro explantes de foliglo o hipocotila, segln
fuera el caso, en cada frasco de cultivo. La siembra se efectud
bajo condiciones asépticas y posterlormente fueron colocados en
incubacicen a 26%C en la obscuridad, durante 38 dias, al final de
lozs cuales, se determind el parcentaje de induccidn de callo en
cada repeticiédn. As{ mismo, se obtuvo el promedio para cada grupa
experimentado, transformando previamente los parcentajes a su

correspondiente valor arcosenp, esto es?

-1
sen Vx

dande x = decimal del porcentaje

Para el andlisis estadistico de los efectas de las
cuﬁbinac!nnes de 2,4-D y BAP, se empled la prueba de
Kruskal-Wallis (Apéndice B) ¥y 1a p ueb; da comparacién multiple
(Apéndice C). En el andlisis de las posibles diferencias entre

los dos tipos de explante, se empled la prueba U de Mann-Whitney

(Apéndice D).
2.2 Prueba preliminar II

A partir de los resultados obtenidos v empleandao las miamaés
condiciones de cultivo, tipo de explante y medio basal} en 1;_
prueba preliminar 1II se incrementd a diez el ndmerao de
repeticiones por tipo de explante @en cada uno de los medios
indicados en el Cuadro 2. En este caso, la detarminacion de las

parcentajes de induccidn de callo, se efactud a los 40 dias de
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cultivo vy su analisis estadi{stico se realizd empléandu las mismas

pruebas del caso anterior.

Cuadro 2. Concentracicon de 2,4-D, BAP
¥y nomenclatura utilizada en
1a pruebka prelipinar 1II1.

2,4-D BAP

MEDIO Y (M)

DOBO 0.0 , 0.0 ,
DSBS i x 16 1 x 167
DSBS 1 x 16° 1 x 10
Daps 1 x t6* 1 x 167
D&B7 1 x 166 1 x 167
DSE” t x 10° 1 x- 107
DAB7 1 x 167 1 x 147
D&BS 1 x 36° 1 x 16°
DSB& 1 % 16° L x L16°
D4Bé 1 x 16° 1 x 16°

2.3 Prueba final

En esta prueba, donde se definis el balance dptimo de
concentraciones para la induccidn de callo, se emplearon lLas
mismas condiciones de cuitivo, tipo deMexplante, medin‘basal y
ndmero de repeticionea, en los medios de cultivo indicados en el

Cuadro 3.

En 1a evalua:ian; efectuada a los 40 dias de ceultivo, =e

determing el porcentaje de rizogénesis, ademds del poicentaje de

induccidn de callo y se utilizaron las criterios morfoldgicas
como :unsistenc{a, textura‘7 pigmentacidn para evaluar lag

caracter{sticas macroscdpicas del callo obtenido.
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Cuadro 3. Concentracidn de 2,4-D, BAP
v nomenclatura utilizada en
la prueba final.

2,4-D BAP
MEDIO tM) )
DOBO 0.0 _ 0.0
D483 1 x 10, 1 x 1067
DSBS 1 x 19, L ox 107
D&B7 1 x lqs 1 x 10
DSB7 1 x 10 i x 107
D&B& 1 x 162 L x 6%
DSB6 1 x 10 1 x 10°

Aii pismo, a partir de_;on Sé dfas de cultivo, se determind
el porcentaje de indu:cién periddicamente a fin de establecer 1la
cindtica de induc:idn Y cén ello, estimar la velocidad y ei
tiampo méximo de induccidn de callo.

Para establecer la cindtica de indu:éiﬁn de calla, se empled
el ajuste al modelo laogistico de crecimiento, definido por la
funcidn:

- Vi
Y = be
donde b y m son la ordenada al origen y la pendiente,
respéctlvameﬁtq.,obtenldas'dc la regresidn lineal efectuada caon
1os valores promedio del parcentaje de induccidn (Y) para el dia
%) correshundlente al pepindn de cultiva.

La estimacidn dei parcentaje mdximo de induccidn, se efectud
empleando la transformacidn Walford (Apéndice E} con los valores
ﬁroﬁedin de los porcentajes de inducciédn obtenidos entre los 20 y

40 dfas de cultivo. Mientras gue el tiempo mdximo de induccidn se



32

estimd a partir de la funcion lineal de la cindtica de

induccion.
3. CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION
3.1 Establecimiento del cultivo en suspensidn

A partir de los resultados en la etaéa previa,-nn fue
posible encontrar diferencias ;nt}e los dos tlpus de explante,
por lo cual los callos obtenidos de folfolo e hipocotilo, fueron
subcultivados en los medias dptimos DSBS y DSB8 respectivamente.

De esta manera, para iniciar los cultivos en suspensidn, se
emplearan los medias de cultiva, DSBS y D&E3, liquidos vy
distribuidos en alicuotas de 25 ml en matraces Erlenmeyer da 125
ml, cerrados con papel aluminic y esterilizados previaments en
autoclave {apéndice A).

‘En una primera etapa, se emplearon callos con 146 dias de
edad, de foliolo e hipocotila, mismos que fueron fragmentadqs
para colocar aproximadamente 0.5 cms de célulasven cada matraz de
cultivao, efectuando las h;nipula:iunos bajo condiciones
asdpticas. Los cultivos se colocaran en incubacidn a 24°C y
‘obscuridad cont{nua, dentrc de un bafo con agitacidn a 120 rpm.

Despueés de 25 dias, los cultivos de foliolo mostraban,
claramente, el desarrallo de raices a partir de pequefios
agregados, por lo cual se procedid a efectuar la transferencia de
ios cultivaos en suspensidn de hipocotilo, para lo cual se filtrd

2l cultive a través de una malla de acero inaoxidable con poro de
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184 um de didmetra, a f{in de eliminar las grandes agregados
celulares ¥y fragmentos del callo-empleado en su establecimiento.
Se inocularon S ml del filtrade par cada watraz de cultiva, con
25 ml de medio fresco D&B81 los cuales se colocaron bajo las

mismas condiciones de cultivo, descritas anteriormente.
3.2 Determinacidn del crecimiento.

Durante el per{odo que durd este subcultivo, 2% dias, se
determind la cindtica de crecimiento en base al ninero de células
por unidad de valumen de ia suspensién. Para ello, se efectud el
conteo de células en una . cémara de Neubauer atl microscopio de
contraste de fases y por extrapglacidén, S5e determind el nimero de
c&lulas por ml de la suspensidn; s e{e:tuarﬁn tres repeticiones
para cada pﬁntn.

Se empled nuevamente un modelo logistico, para describir la
cinética, as{ coma la tfans#orma:ldn wslford, para la estimacidn
de la capacidad de carga méxims del medio de cultivo y, por
sustitucidn de'ésta'eﬁ el modela, se estimd el tiahpo de

subtultivo.
4. METODOS DE ANAL ISIS MICRDSCOPICO.

Para el andlisis microscdpico, tanto de los callos obtenidos
como del cultivo en suspensidn, se emplearon preparaciones
frescas de los mismos. En el caso de los callos, consistieron de

parte de la pra!i?era:ién celutar, disgregdndola suavemente sobi e
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el portacbjetos, con la ayuda de agujas de diseccidn, antes de
colocar el cubreobjetos.

En el casp de los cultivos en suspensién, se tomaron
muestras de los mismos con una pipeta Pasteur y se colocaron
entre portanbjetasly cubreobjetos. Basicamente se efectuaron
observaciones de las caracter{sticas de pared celular, niclea ¥y
vacuolas, que permitieran definir el tipo celular; as{ wismo, se
reallzaron observaclones sobre la forma y longitud mdxinma de las

células,

Para el andlisis se empled generalmente un microscopin'de
contraste de fases (Carl Zeiss), ¥y en alguéos casos, se empled
azul de tpluidina al 0.05 % v luénl, para observaciones en campo
claro ¥y lograr la contrastacidn del citoplasma en contraste de

fases.
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RESULTADOS

i. Germinacién de semillas

A patrtir de 1la cindtica de germinacion de semillas (grdafica
1), es posible observar gue después da 22 hrs, ¢sta se incrementa
rapidamente hasta las 72 hrs, donde la velocidad disminuye.

Decspués de 5 dfas, las pldntulas presentaban una altura de
2-3 cm sin desplegar los {dliolog.:ln cual se conseguia al
cn!cca?las bajo iluminacidn constante durante cincordias mas.
YQO'*’%

AnY=6.17-143.329/%
' o l_'-Q-O.SB

T Y T r T Y Y Y 4 —

20 40 60 80 160

L4 Al
120
HRS.

Grdfica 1. Cinédtica de germinacidn de sewillas de
Physalis ixocarpa Brat. Var. Rendidora

En la grafica, aparece la funcion lineal que describe la
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cindtica de germinacidn, obtenida a partir del ajuste do los
datos experimentales a un modelo logistico, as{ como la curva
tedrica resultante. Del andlisis de varianza practicado para el
coeficiente de correlacion (Apéndice E), se tiene la siguiente
tabla anova, que muesgra wha alta significatividad estadistica
para el coetficiente de correlacisn.

TABLA ANOVA

F.\v. g.1. s.C. C.M. F
Total 7 22.9274 .
Regresion 1 22.0023 Z22.0023 142.74
Desviacian & 0.2251 0.1342

Empleando el método de Walfaord (Apéndice Fl, se estind como
porcentaje de induccidn miximo $2.95 %, el cual se alcanzaba

despueés de 88 hrs de incubaciotn.

2. Cultivo de calles

A partir de las obaervacionés hechas durante =2} proceso de
induccidn de callos en las tres pruebas efectuadas, es posible
establecer un patrén'general, en el cual los explantes que
" mostraron respuesta, incrementaban su longitud durante los
primerog cinco dfas de cultivo, en €l caso de los enplantes
foliares, este incrementc era acompaBado de un aumenta gradual de
zonas clordticas, con pérdida de pigmentacién, gQque iniciaba a
partir de los extremos de corte y posteriormente se extend{an
sobre la nervadura centratl.

Después de una semana de cultivo, se observa €l i1nicio de

proliferacidn celular en laos extremos de corte en explantes
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ful!éres y en el caso de los explantes de hipocotilo, un
incremento en el volumen de la régian central. El inicio de la
proliferacion en 1oms explantes &e hipocotilo se presenta despuds
de log diez o doce dfas de cultivo.

A fin de contar con un criterio para la formacidn de callos,
se establecid considerar su bresencla cuanda ia proliferacidn
celular presentara un didmetro aproximado de 3 a 4 mm. Empleando
Qste ariteria, la‘fnraacidn de”cg1la; se observd a partir de dos
semanas de cultivo, para algunos grupos, en el caso de los
explantea fallares) eh los explantes de hipocotilo se prasentaban
uno o do= dias después. . : .

La formacidn de raices, mostrada particularmente por io:
explantes de hipocutiln,‘dnba caomienzo entre lus.iz y 14 dias de
cultivo adn en el grupo testigo (DOBO}, eﬁ el caso de los
explantes foliares, me presentaba rizogdnesis en aguellas grupos
en los cuales se emplean altas concentraciones de 2,4-D y bajas
concentraciones de BAP.

Los resuitados,mnstradun a continuacidn, correspnnden.al
praomedio de los porcentajes de induccidn para cada grupﬁ o
" combinacidn de reguladores de crecimiento en las traes pruebas
efectuadas para establecer el balance &ptimo de 2,4~-D y BAP, para
cada fipn de explante., As{ miswmo se indica la suma de rangos de
Kruskal-Wallis vy el nivel de significacidn (N.5.), an base a la
prueba de comparacidn multiple. La separacidn de grupos de
cnp:entrﬁciones can diferencias significativas entre si,'sd
indica empleando letras mindsculas, de tal manera que aguellos

medios antre los que no hay diferencia significativa, sparecen



con la misma letra.

2.1 Prueba preliminar I

Tabla

callo en la prueba preliminar I.

1. Porcentaje de induccidn' de

Empleandn explantes foliares, a las
38 dias de cultivo.

REPETICIONES
GRUPO b -2 3 . 4 S MEDIA
DOBO o o 0 o s] Q.0
D&BO o 25 25 25 o] 7.55
DOB& (o] ] o] o] o] 0.0
nze8 a Q o o o 0.0
D7BZ? (o] 0 o [¢] [¢] Q.0
n7Bé 0 ] o Q 0 Q.C
D7BS 25 0 0o o] (o] 1.09
D&BB o 100 7S QO 100 55.23
ngB”y 1040 8] 75 100 1Q0 383.46
D&BS 100 S0 0o 100 o S0.0
D&BS 25 S0 100 0 o 29.66
DSB8 2S5 75 i 100 100 83.44
sB? 50 100 100 100 100 97.55
DSBé ’3 73 100 100 235 83.44
DSBS [+ 0 o] 23 ts] 1.09
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Tabla 2. Suma de rangos para los par-
centajes de induccion de callo &n la
prueba preliminar I. En explantes de
foliola.

GRUPQO Porciento Rango N.S. ¥
DSB? ?7.55 322.0 a
DSBS 83.46 294.,.5 a
n3B4& 83.446 294.5 a
DeBry 83. 46 2€0.5 at
DsB8 5S5.23 234.9 o
D&Be 50.00 230.0 =
D&BS 29.68 20%.0 cd
DSBO 9.55 182.5 d
D?BE 1.09 132.35 e
DSBS 1.09 132.5 e
DOB& 0.00 107.5 2
D7B8. 0.00 102.5 @
D?B7 0.00 107.3 e
D7Ba& C.00 107.5 e
DOBO 0.00 107.5 e

¥ p<0.0S

TJabla 3. Porcentaje de induccion de

callo en la prueba preliminar I. ’
Empleando explantes de hipocotilo, &
loz 38 dias de cultiva.

. REPETICIONES
GRUPQO 1 2 3 4 S MEDIA-
DOBO [o] o} 0 o) 0 Q.0
D&BC Q Qo Q v} o 0.0
DOB& o o o ] o Q.0
nres o ] o] 0 o] 0.0
7B? [s) (o) o 0 25 1.09
D7BS o] 25 o} 25 25 $.55
n?Bes e} o] o] 0 o} 3.0
D&BB 50 2 (o} 25 S0 34.55
DEB? 0 73 2% 100 0 34.535
D&B6 25 50 o] g 25 29.486
D&BS o} S0 S0 Q 23 16.54
DSB8 (o] Qo 0 [¢) 25 1.0%
nsSp”? 25 90 190 0 S0 44,77
DSBS 25 o) S50 25 = 29.46
DSBS o} 7S Q 25 o .53
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Tabla 4,

Suma de rangos para los por-
centajes de induccién de calloc en la
prueba preliminar I.

hipocaotila.

En explantes de

GRUPC PORCIEMTO Rango MN.S-%
DsB7 a4.77 280.5 a
DEB8 - 34.55 277.0 a
D&B& 29.46 284.0 ab
DSB& 29. 66 266.0 ab
D&BY 34.55 244.0 abe
D&BS 29.66 229.5 bed
PB4 9.55 207.5 cd.
DSBS 9,55 195.0 d
DSBS 1.09 147.5 e
D787 1.09 147.5 e
D&BO 0.00 117.5 e
DOB& ©.00 117.5 e
D7B8 0.00 117.5 @
D7BS ©.00 117.5 e
DOBO 0.00 117.5 e
# p<o0.0S

2.2 Prueba Preliminar 13

Tabla 5. Porcentaje de induccifén de callo en la prueba prelimi

nar II. Empleando explantes foliares a los 40 dias de cultivo.
REPETICIONES . :
GRUPD 1 2 3 4 5 ) 7 8 @ io MEDIA
DOBO 0 (] 0 o o 0 o] o o 0.0
D&BS 73 S0 S0 75 o] o S0 25 50 0 29.45
D&SEF S50 S50 25 25 25 0 25 100 o o} 29. 45
D&Ba 0 Q 75 25 o o 2% 25 o 0 %.5S
DSES3 0 s} o S0 o pid=] 25 75 S0 [¢] 16.54
DSB” 23 25 S0 23 7 Q o} O 190 25 27.30
D5B& 0 L] S0 100 100 (o] Q (o] 25 100 32.08
D4B3 30 23 o ¢} S0 25 o} S0 o o] 11.14
D4aB> le] o] 25 (s] 50 25 o 0 0 25 S5.45
D4Ba o] 0 o Q a 73 lu] o) o o) 1.0%9
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Tabla 7. Porcentajes de induccidn de cailo en la prueba prelimi
nar II. Empleando explantes de hipocatilo a 40 dfas de cultivo -

41

Tabla 6. Suma de rangas para los por-
centanjes de induccitdn .de callo, en la
prueba preliminar II. En explantes de

foliolo.

GRUPQ PORCIENMTO Rango N.S. %
DsBa 29. 46 648.Q a
D&BT 29.86 624, 0 a
DpsB> . 27.30 408.5 ab
DSB& 32.08 327.5 . bc
D3B8 16.34 343.0 : cd
D4aB8 11.14 S506.5 de
D&BsS .35 478.0 ef
N4> 5.45 439.5 £
P4BS 1.09 343.0 9
NnoBO .90 ) 280.0 h

* p<0.05

REPETICIONES o
GRUPO 1 2 3 4 5 é 7 8 9 10 MEDIA
DOBO o ] 0o o o o 0 o o e 0.0
D4B8 0 > 25 75 0 75 75 25 235 - o] 24.55
D&SB7 23 50 75 50 50 0 75 25 50 50 42.18
DsB& 25 75 0 75 1 25 0. 25. S0 50 29,866
pSBe o} 25 25 25 o] 5 75 s S0 o] 13.53
DSB7 0 29S8 25 o] O 0 25 o} 25 0 4.32
DSBS ) 0 25 o] 25 0 o] 0 50 25 5.45
nass o Q s} 0 0 So o e! Q o - 0.42.
DABD o 0 o o o 0 0 0 0 o 0.9
P4Bs 0 0 o] 0 o 9 0 o [} 0 0.0




Tabla 8. fuma de rangos paEa los por-

centajes de induccidn de calic en la

prueba preliminar II. En explantes de

hipocotilo

GRUPD PORCIENTO  Rango N.S. %
D&B7 42.18 784.5 a
DeEBg 34.85 709.0 b
D&B& 29. 466 703.0 b
nses 18.53 610.0 c
DSB& 5.4%5 482.0 4
D387 4,32 448.0 d
paBe 0.42 363.5 e
D4B7 0.00 310.0 +
D4BS 0.00 310.0 :
DOBO 0.00 310.0 +

% p<0.0S%

2.3 Prueba Final

Tabla ?. Porcentaje de induccidn de callo en la prueba Fihal.

Empleando explantes foliares, a los 40 di{as de cultiva.

REPETICIONES

GRUPO 1 2 3 4 S [ 2 8 g 10 MEDIA
DOBO o (¢} 0 0 o] o) 0 o (8] o 0.0

D&BS 25 7’5 =0 75 80 50 7 75 25 7’5 57.82
D&B” . 75 75 25 S0 25 . S50 ?S 75 SO 75 57.82
N&BSE 100 73 30 25 S0 75 S0 S0 . 2S5 S50 62.94
nSes o S50 50 73 73 50 75 S0 25 SO 47.38
D387 SO 7 75 100 7S 100 ?5 100 ?S 100 88.86
nsB8s i00 75 100 100 100 100 100 100 100 100 99.73
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Tabla 10. Suma de rangos para los paor
centajes d4e induccidn de calla en la

prueba final. Empleando explantes de
foliolo.

GRUFO PORGCIENTO  Rango M.3.%
DSBé 99.73 617.0 a
DSB? 88.886 S507.5 )
D&E6 62.94 344.5 c
D&BS 57.82 344.5 ©
D&B7 57.82 344.5 e
DSBS 47 .38 287.0 d
noBO 0.00 60.0 . e

¥ p<0.0S

Tabla 11, Purcéntaje de induccidn we tallo en la prueba Fiual:
Empleando explantes de hipacotilo a los 40‘di;5 de cultiva.

REPETICIONES - Coe

GRUPO 1 2 ] 4 s 6 7 3 9 10, MEDIA
DOBO 0 o] S0 0 ) 25 0 0 0 0 1.70
D&BS 7S 100 100 S50 7 1Q0 100 1G0O 100 190 Q4,468
D&B7 75 50 75 75 75 75 75 7 100 ?5 77.23
D4&Bé 75 100 50 7?5 100 100 - 7S S0 490 S0 85.36
DSBS o 25 25 S0 75 25 75 25 50 o 29.68
1SB7? 50 7% fa} =0 o 50 7S 25 o] i 32.03
DSBS .%0 . 100 o 50 100 100 75 100 75 100 83.44
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Tabla (2. Suma de rangos para las por
czntajes de Induccion-de ci&llo en la
prueba final. Empleando explantes de

hipocotilo.

GRUPO PORCIENTO Rango N.S. #*
DAEB P4.68 548.0 a
D&B& £5.36 459.5 b
DSBS 83,46 458.5 b
DsSBZ 77.23 437.0 b
D5B7 32.08 231.5 c
DSBS 29.66 226.0 =
DOBO 1.70 . 104.5 . d

% p<0.0S

En las tres pruebas, se emplearon los promedios del
porcentaje para cada tratamiente en la prueba U de Mann—uhitney,
a fin de establecer gi lam diferencias entre los dos tipos de
explante no se podian atribuir al azar, en todas los casos, no
hubp diferentias =zignificativas estadi{sticamente (p>0.05).

Por otra parte, en la prueba final de inducciédn de callos,
2 determind periddicamente el promedio del porcentaje de
induccidn de caliu,_durante el periodo comprendida entre las. lé
40 dias de cultivon., Los datos obtenidos, para lés yadids DSBa& f
D&BE, fueron ajustados al madelo de crecimien£o l§gi5t1=n; c#ya
ecuacidn linearizéda asi como la curva experimental y la curva
tebrica, zon mostradas en la grafics 2 p#ra el medio DSB4&, que
resultd 4dptimo para explantes de foliolo y 2n la gra4iﬁa 3 para

el medio DEBE, que resultd &ptimo para explantes de hipocotilo.
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GRAFICA 2. " Curva de induccion de callos o partir de

explantes foliares en medio DS5B4.

TABLA AMNGVA

F.V. 3.1 S.C. C.M. F
Total 10 . 0.0908
Regreaion L Q.0377 0.0377 114.5

Desviacion k4 0,00296 0,00033
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GRAFICA 3. Curva de induccidn de callos a partir de
axplantes de hipocotilo en mediao D&BS.

TABLA ANOVA

F.V. 9.1. s.c. c.M. F
Total © 10 0.1364

Regresidn 1 0.1190 C.1170 &1.5%
Desviacidn 2 .0174 0.00163
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Posteriormente, se empled la transformacidn Walford
(Apéndice F), a fin de astimar el poruentaje midximg de induccidn
de callo, con lo cual se cbtuvo, para el caso de los explantes
foliares en medio DSBS, un porcentaje mdximo de 99.71 %, el cual
sSe alcanzaba 2 .los 35 dias, de acuerdo a la ecuacidn que desci ibe
la cindtica (Gréfica 2).

En el caso de los explantes de hipocotilo, en medio D&B3, se
ehtuvo un porcentaje midxima de 96.79 % gue se alcanzaba, de
acuerdo a la funcidn :urrespnndiénte (Grafica 3), a los 33 dfas
de cultivo. Se gmplearqn lgs valores del promedia de los
porcentajes de iﬁducc!dn,-ubténidas a partir de los 20 dias,
considerando que dichos pﬁntns son’ pasteriaores al punto de
inflexidn de la curva correspondiente.

Asi mismo, en esta prueba final de induccién de callos, se
pbtuveo el porcentaje de indu:cién de rafces en cada tratamiento,
encontrindose diferencias estad{sticamente significativas

'th<0.05), a partir de la aplicacién de las prucbas de
Krushkal-Wallis y comparacian miltiple, zuyas resultados aparecen
en lag siguientes tgslas.

Tabla 13, Pcrcentaje de Pizogénesis en la prueba final. Enmpleando
explantes foljares a los 90 dias de cultivo.

’ REPETICIONES
GRUFPD 1 2 3 4 S & z 3 ? i0 MEDIA
nono o) o 0 o] [¢] (o] o o 235 4] 0.27
D&B8 73 0 100 ’5 7S 5. 25 100 75 S0 az.92
DsB> 30 o] =0 50 50 o} (o] G 0 100 20.61
DaBs | 25 SO 0 o Q S0 e} Q o o] 4.32
DGRBS o (o3 (o] o 23 o (o} s} 0 Q Q.22
nse> 100 25 Q o 25 25 o o 0 v ?.53
D584 o] S0 0 50 S0 50 50 ] e} 25 18.53




Tabla 14. Suma de rangos para los por
centajes de rizogénasis, a partir de
explantes foliares.

GRUPO PORCIENTO Rango N.S.¥
D&RE &67.92 576.0 a
DSBS 18.53 407.0 b
D6B7 20.61 395.5 b
DSE? 9.55 331.0 c
D&B& 4,32 303.5 d
DSBS 0.27 234.5 e
DOBO 0.27 234.5 e

* p<0.0S

Tabla 15. Porcentaje de rizogénesis en la prueba final. Emnpleando
explantes de hipocotilo a los 40 dfas de cultivo. o

REPETICIONES

GRUPO 1 2 3 4 S & 7 8 ¢ 10 MEDIA
DOBO 50 100 S0 75 25 S0 ’S 75 50 75 -70.34
D&B8 [¢] SQ 7S Q 25 75 100 73 o] o 32.08
D&B™ 0o 0 S0 [¢] S0 25 SO SO 25 o lé.354
D&Bs 25 30 O 25 25 o] [») 0 25 o} 8.07
jsj=):1] s} o [¢] 5 o] [+] [v] o o] O .27
DSB? 25 o o) 0 Q Q 4] (] o] o Q.27
DSBS o s} o [e] 0 (o] o] o (o) o) Q.0




evaluaron las caracteristicas de pigmentacién,

consistencia,

Tabla 14.

explantes de
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Suma de rangos para los por
centajes de rizogdnesis, a partir de

hipocotilo.

GRUPOC PORCIENTO  Rango N.S.%
DOBO 70.34 614.0 a
D&ERB 32.08 A448.3 b
D&B7 14.54 398.0 c
D&B& 8.07 344.5 d
DSB8 0.27 235.0 (=3
DSB? 0.27 235.0 =3
DSBé& 0.0 210.0 e

¥ p<0.0S

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

textura »

de los callos obtenidos en cada medio de cultiveo,

pafa explantes de falfolo e hipaocatila, cuyos porcentajes

aparecen en las siguientes tabias

CLAVE -
TEXTURA PIGMENTACION

G : Granular H ¢ Hialino
P : Pornosa B : Blanco

v : Verde

C : Caté
COMNSISTENCIA R | Rojizo
F : Friable
C ! Compacto



Tabla 17, Caracter{sticas morfolidgicas del callo inducido,
en los explantes foliares, :

TEWTURA COMSISTEMCIA PIGMENTACION

GRUPO G P F C H B v c R

DOBC 0.0 0.0 0.0 0.0 .0 0.0 0.0 0.0 0.0
DAEB 6%9.46 30.4 &9.4 30.4 30.4 0.0 0.0 &69.4 0.0
DeB®* 91.3 8.7 91.3 8.7 30.4 8.7 4.4 57.8 8.7
D&BE 350.0 50.0 50.0 S50.0 0.0 50.0 8.3 12.5 2.2
.psB8 %0.0 10.0 20.0 10.0 20.0 0.0 40.0 40.0 0.0
DSB? 42.4 37.6 . 42.4 37.4& 12.1 15.2 27.3 34.9 9.4
DSBS 10C 0.0 100 0.0 140.3 0.0 0.0 &61.5 28.2

Tabla 18. Caracter{sticas morfoiégicas del callo inducido,
en los explantes.de hipocaotilo.

TEXTURA - -CONSISTENGIA . . PLGMENTACION

GRUPO G P . F c H B v Cc R

DOEO 100 0.0 100 0.0 100 0.0 0.0 0.0  ©C.0
D&B3 9P7.2 2.8 97.2 2.8 80.&4 2.8 0.0 13.9 2.8
D&B? 100 a. 0 100 Q0.0 36.7 0.0 0.0 32.3 30.0
D&BE 38.7 41.3 38.7 41.3 3.2 45.2 0.0 &.3 45.2
DsS82 100 0.0 100 0.0 S$0.0 S0.0 0.0 0.0 0.0
DSBE? g81.3 18.7 &2.8 37.5 0.0 &.3 0.0 84.2 (2.5
DSBé 33.3 14.7 83.3 16.7 26.7 13.2 13.3 46.7 0.0
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3. Cultivp de células en suspénsidn

Hasta esta etapa no se establescieron divereacias entre los
cultivos de callos inducidos a partir de explantes foliares , de
hipocotilo. Sin embar;:, despudés de 25 dfas en sus respectives
cultivos en suspensiodn, se pbservd gque eon #] caso de 1los cultivos
provenientes de callos de folf{olo, se presentaba una mayor
agregacidén celular, acompafiada de la formacidn de rafces en los
agregados (Foto 1), a diferencia de los cultivos pravenientes de
callo de ‘hipoeotila, donde si bién existen agregados de 2 a mds
,de 10 cédlulas, existe una gran cantidad de cé&lulas libres y no
hay indi:iuﬁ de alguna respuesta mnrfnéenética; hacié-ia

rizngénesis.(Foto 2y 3).

FOTC 1. Agregados en cultivos célulaces pirovenientes e
explantes foliares, westrands rizagénesis. 3.3
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FOTO 2. Agregados en cultivos celulares provenientes de
explantes de hipocotilo. x&.8

FOTO 2. Pegueflos agregados celulares de ios czult:vos
=n zuspension provanientes de e:plantes de
hipocotilo., =100
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Por esta razon, se decidid continuar manteniendo el cultivo
en suspensidn provenignte de callos inducidos a partir de
hipocotilo, en medio D&SBE.

Asi mismo, =2 determind l1a cinética de crecimienta; la cudl

fud ajustada a un modela logfstico, cuya curva tedrica aparece en

la siguiente grdfica.

at0® ceis./ mi
0

la¥=13.25-3.56/%

V2.0,991

g v v e N —— v
14 16 ‘18§ 20 22 24 26 28 M0
OIAS

GRAFICA 4, Cirética de crecimiento en loz cullivos

en suspensian de céiulas de hipocoetilo en
medio D&BS

TABLA ANDVA

F.V. g9.1. s.C. C.M. F
Tatal & 2.1365

Fegrealdn 1 2.096 2.094 253.74
Uezviacion S <. 0405 0.00al
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Empleando gl mdtodo de Walford, se calculd la capacidad de
carga mAvima del medio que resaltd dz 4.7470.35 x 105 cels/wl ¥
finalnmerte, se estimd el tiempo de subcultivao o tiempo en gue se
a'carze !'a maracidzsd mé&xima, madiante la sustitucidn de dsta, en
elrﬁodelo =mpleado para desc+ibir la cinftica de crecimiento,

corrosc=-dizrde 2 19 dies de zultivo.

4, A-Sliuis microscdpicn

Fr 2l cultivo en suspension, proveniente de explantes de

1

Ripagntilo, se observd la presencia de un gran ndmetro de células
tihres, si biern 2visten agregados.de 2 o mds colulas (Foto 3). En
qeneraL; 1z ¢forma celular era irregulsar aungue se presentaban
caelulas relativanventes icsodiaméiricas, la longitud m&xima variaba
entre 12 v 93 pm,. pars diferentes formas ceiuvlsres. Resultaé
evidenta la presencins de celulas conteniendo un gran ndmero de
plasticice, las cuales almacernaban almiddn como products da
recerva, ceqin ce verifint nediante su tincidn con lugol (Foto 4
v Sy, &n ocaslbnes.estas plastidios se localizaban an lé
periferia del ndclec. As{ mismo, Se Dbservaron ?i&ras
citapliemicas transvacuolares. .

En lge calloe inducidos, a partir de euplantes de
hipncotila, se cobservd la presencia de células de tipo
paraﬁ:“iﬁatqs: {Foto %), Que mosiraban al citoplasma y ndclec
lpralizadas en 12 reriferia fe unsz 3ran vacuaola csntral. Tratando
d2 hacer irfarencizes sobre 21 origer ds 'a proliferacidén, se

ohservd gue en 1ns extrencz, 22 lgs csxplantes de hipozotiloa, ias
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celulos proliferabar priﬁ:ipalmente, a partir del parénquima, sSin
embs3rgs =e presentaban adn sobrs la epidermis del explante;thtd_
7). Acs{ mismo fud positle observar en los callns,‘rgsfas:de

ceélulas vasculares coms traqueidas (Fohto 8§

FATO 4, Agzrezadsz 22l lares telides son lugol Quz

muastra la distribuciédn de los plastidios
corterierndo xlmidon, =100
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§fa anterior
butcibtn te 10e plastidios

»x40Q

4e 13 fotogra
stra 12 distri

0w mue
del nicleo.

'alredednr

niente de

FOQTO £, caélvla perenQ;imato&a, prove
e ntantes d= hipccatil:. Tincian o8 azul
tatnidina, en controgte =F tases. 4100



FOTO

-

Frtrem2
maeshra

Tincidn

de un explante de hipocotilo que
te preliferaciGn celular inducida
con azul de toluidina. x130
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FOTO 8. Callp proveniente de euplantes de hipocotiio
mastrando la presencia de cé&lulas vasculares
Tincidn con azul de toluidina. %100

58



59
DISCUSION ¥ CONCLUSICHES

El método de desinfeccidn superficial, empleado sabre el

material bioldgico, resultd zdecuado para la 2liminacio. de

agentes contaminantes, mientras fgue por otra parte se canserva un

alto porcentaje de germinacidn {(93.95 %), lo gQue indica un nulo
efectno del tratamiento socbre 21 metabolismo de la semilla. La
conveniencia del empleo de un tratamiento acido durante 1A '
postdesinfecciédn, discutida por Abdul-Baki (1974 a y bi, requiera
de efectuar pruebas sobre otros pardmeiros como es la madida ae

descarboxilacidn de compuestos orgdnicos que impidan su

incorporacidn al metabolismo celular, lo gue explica que en

contraste, durante las pruebas preliminares, can la eliminacidn
del tratamiento %cido, o e encontrardén difarencias en &1
porcentaje de germinzcidn,; razdn per la cuadl se eiigib el wétado
erpleado, dada su facilidad y corto tiempo de desarrollo.

A partir de la cinética de ge2rminacidn de las memillas fué
posible establecer que el porcentaje de germinacidn maximo es

alcanzadao después de 88 hrs de incubacian bajo caondiciones de

abz=curidad continua, sin embargo, se mantieunen durante un pes iado

mayaor (5 dias), a fin de estimular la elonsacisn del hipocotiia »

evitar un temprano decplegamiento de los foliolos, esto Glt.ie »e
lpgra al colocar las pléntulas baja iluminacidn constante. El

madelu empleado en lz acscripcidn de la cainética de germinacitn,

permite un ajuste altaments significatio (p.0,04}, @@ ias datcs

experinentales.

Ern la etapa de i1nduccidn de callo, s5¢ observd la ser ie de
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evenrtos caracteristicns de esta respuesta morfogenética a las

corndiciones in vitro {(Yeoman M.M. » Macleod J.A., 1Z27,. En la

Prueba preliminar I, se establecid que concentraciaones de 10 y 1
puM de 2,4-D, en cowbinacidn con concentraciones de 0.0L, O.1 y 1

it ds PAP, estimulan la induccion de callos, misntras que estas

mismas concentracionee 4= 2,4-D con concenliaciones wmayores de

BAP, inhiben e] proceso. bNo se presentd respuesta en aquellos
medins que contenian bajas concentraciones de la auxina (0.4
0.01 pM) asi como ‘ampoco en el medioc libre de reguladores y en
aguellos donde sdlo se presentaba uno de los reguladores (TabLlas
1-4), Io que indica gue =21 explante no presenta un balance
end#gern de reguladores gque permita la formacidn de callas como
raespuesla a las condiciones de incubacidn y al "strees”
ccazionade 2n ) momentn de la extraccidn de explantes.

Fer otra parte, llama la atencidn el bajo porcentaje de
inducnidn dg callo mostrado por 21 conjunto de medios Gptimas
parsa al caso de los exfilantes de hipeccotilo con respecta al
porcentaje obtenido en los explantes de folivlo, sin embargo no
se encontraron diferenclas significativas en el efecto de laos
diversoces tratamientos, con respecte al tipo de explante

{pr0.0%).

Ern la segunda prueba preliwinar, se emplearcon las

cancentraciones que mostraron ser mds adecuadas, de ambos

regquladores, swpliando el rango con el increménto de la

caoncentracidn de 2,4-D. Se corvoborarsn las observaciones hechas

3 pariir de 13 prueba preliminer I, las concentraciones de 1 , L0

Mmtlode 2,1-D » S.01 » 2.1 MM de BAP mastraron una #we)dr reéspuesta,
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z1 ser contrastadas, contra los medios Que contenfan A& el de la
avzina v el medio libre de regulddores; las diferencias son v
significativas {(p<0.03).

En esta prueba, se invierte la relacidn del porcentaje de
induccidn para las tratamientos que muestran una respuesta
¢éptima, entre ambos tipos de explante, mientrag gue la prueba U
de Mann-Whitney indicd nuevamente gue nha existen diferencias
significativas entre la respuesta abservada en los tratamientos,
que pueda sSer atribuida al tipo de explante.

A partir de los resultados obtenidos, se disefioc la prueba
final, en la cuil se buscd la caracterizacidn del procesa de
induzecitn de callo ¥y la definicidn de una combinacion dptima, de
reguladares en el medio, par# cada tipo de explante. En el caso
de los explantes foliares, la prueba de Kruskal-Wallis nosted
diferencias significativas entre los tratamientaos y la prueba de
comparacidn miltliple perm{'tid definir como cencentracidn bptida,
con una clara separacidn de los demas tratamientos, la cantenida
en &1 medio D5B4, ecsto es con una concentracidn de 10y § ub para
l1a auxina y la citocinina, respectivamente, conh un porcentaje de
iﬁdu::idn promedio de 99.73 %; seguido por gl medio DSB? con un
porcentaje de 88.34 %, mostrando que ambos medios muestran una
nejor respuesta, a la observada en el medio gue coatenia i uil de
2,4-D; as{ mismo es posible observar gque altas concentracicrnes de
2,4-D combinadas con bajas toncentraciunes de BAF (medio DSB8),
inhibe la - -induccidr, a-apruximadamente la mitad, Jd& los niveles
observados en el medic Hptimn (Tabla f0), si bien, dicho efecto

na fud claramente observado en laz dos pruebas preliminares.
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En los explantes de hipocotilo, el medio Sptimo indica
requerimientas diferentes entre las tipos de explantes,ldadu que
en este caso el medic dptimo fué DEBE con un 24.68 % de
porcentaje de induccidn, seguido de un grupo de tratamientﬁs, que
nc muestran diferencias significativas entre si, conslituide por
los medios D&B&, D4BY y DSBS (Tabla L2). En aste caso, ‘
concentracjiones de | uM de 2,4-D estimulan la formacion de callos"
mientras que la concentracidn de 10 M la inhiben a niveles‘muy
bajos.

Los resultados aobservados cunfirmanrla‘importan:ia de la
definicidn de condiciones Opitmas para el desarrallo de las
eventos morfogenéticos, para cada tipo de explante, iu cual ha
sido repartadao anteriormente en diversas especies (Teonan N.H.,y
Maclead J.A., 1977).

Entre las aportaciones del prezeante Lrabajo, & la
caracterizacidn de los sistemas de cultivos de callos, se
encuentra el empleo de un modelo mnatemdtico Que desci iba la
cinética de induccidn y que en el caso de Physalis ixocarpa,
correspondité a un modelo logistico, el cual mostrd 1la mAsjalta
correlacidn ¥y el mejor ajuste, contrastado con los modelas
logaritwico, semilogaritmico y lineal, mediante un sencilly
programa para microordenadar elaborado par el autar.

En las grdficas 2 » 3, correspondientes a las curvas
tedricas para la cinética de induccidn de callo en

los medios

aptinos de explantes foliares y de hipeocotilo, respeclivanente,
es posible cobservar el ajuste logrado con los datos

experimentales, 1o cusl {fué corvoborado mnedianle el andiiuia da
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En lps explantes de hipocotilo, el medio dptimo indica
requerimientos diferentes entrg las tipos de explantes, dado qgue
en este caso el medio dptimp fué DEB8 con un 94.68 % de
porcentaje de induccidn, seguida de un grugo de tratamientﬁs, que
no muestran diferencias significativas entre s{, constituido por
los medios D&B&, DGB? y DSBS (Tabla L2). En este caso, l
cancentraciones de 1 uM de 2,4-D estimulan la formacion de callos
mientras que la concentracidn de 10 uM la inhiben a niveles muy
bajos. '

Los resultados observados canfirman_la_importan:ia de la
definicidn de condiciones optimas para el desarrallo de las
‘@ventos morfogenédticos, para caeda tipo de explante, io cual ha
sido reportada anteriarmente en diversas especies (Veoman M.bM. .y
HMacleod J;A.,VLQT?).

Entre las aportaciones del preszeute lrebajo, & la
caracterizacidn de los sistemas de cultivas de callaos, se
encuéntra el emblep de un modelo matemdtico que desci iba la
cindtica He induccidn y que en el caso de Phygalis ixocacpa,
corraspondid a2 urn modelo logistico, el cual mnsiro la ma;}alta
currelacidn y el me;orréjuste, contrastado caon los maodelcs
logaritmico, semilogar {tmico » lineal,-mediante u; sencilla
prdgrama'para'mlcroordenadqr elaborado por el autar.

' En las graficas 2 » 3. correspaondientes a las curvas
tadricas para la cinética de induccidn de callc en los medios
optimos de explantes foliaresz y de hipocotilo, respectivamente,
es pasible cbservar el ajuste lagrado con lcs da;ni .

experimentales, 1o cudl {ué corroborada mediante €) andiinis dé
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var ianza que en anmkos casos resultd altamente significativo
(p<0.08), Asi mismo es pobsible establecer que Si bien en los
datos experimentales no se muestra la tase lag, esta puede
presentarse durante el periodo inicial, en el que las explantes
incremnentan su volumen y pierden la pigmentacidn. el wvalor
abgptluto de la pendiente de la regresidn corresponde a2 la
velocidad dg inducgidn de callo, esto es, el incrementa del
.porcentaje de induccidn con respecto al tiempo, mientras Que la
fase estaclonaria ¥ con ella la estimacian del porcentaje de
induccicén madximo, nos permiten estimar la capacidad morfogenética
del tipo de explante bajo las condicienes de cultive
establecidag.

Resulta necesario hacer hincapié¢ en la conveniencia de
modificar el criterio empleado en e}l presente trabajao, para
considerar la formacién del :ailn, dado que el hecho de no
absaervar la presencia de una fase lag en las datas
experimentales, es atribuible a cierta sinﬁrunia en &1 desarrollo
de los callos, con lo que se aobservan cambios muy radicales, on
las primeras etapas; en el porcentéje de induccidn. S5i bien esta
sincrania no es generaltzaple a otras especies, donde la
hetervgeneidad del explante empleado podrd mostrar, en
consecuencia, claras diferencias al definir un didmetrao
aproximado como criterio para considerar callo a la proliferacion
celular.

La optimizacidn de las técnicas, en el establecimiento de
los cultivos celulares, invalucra la eliminacidn, en lo posible,

de ptras respuestas morfogendticas como la induccidn de raices o



64

de brotes, en este sentida, se evalud el porcentaje de

rizagénesis en los diferentes tratamientas para céda tipa de

explante, resultados que se indican en las Tablas 13 a 14. En laos

explantes foliares, para el medio DSBS, &Gptima en la induczicn de

calla, el porcentaje de rizogénesia fud de 18.53 %, el cudl, si

bien no es muy adecuado, resulta bajo en comparacidn caon el

parcentaje nbtenidn en el media D6BE, que estimula la induczidn
de rafces, caon un 57.92 %. Este tipo de explante, muestra un
escaso potencial para el desarrollao del sventno, dado las

reésul tados observados en 21 medio lipre de reguladaores de

crecimiento, con un 0.27 % de rizagdnesis. Es convenlents sellalar

que an este casn, no se sigue el patrdn observado en otras

especies de la Familia Salanacsae (Kartha K.K., 1982), an 1la

relacidn entre el balance de requl-dores y la respuesta

marfogendtica.

En Ins explantes de hippnocotilo se ohserva, a partir del
porcentaje de rizagdnesis en el medio R030, un elevado patanciai

de este tipo de explante paré desarrollar raices, lo cudl es

atribuible al balance de reguladores enddgena; mientras gue al

aplicarlos de manera exédgena, el proceso s& inhibe en proporcidn

inversa al incremento de la concentracidn de 2,4-D. En el media

DSB8, gue results dplimo para la induccién de callos, se abtuvo

un pramedio de 32.08 % de rizagédnesis gue padria ser alto sin

.embaragn es similar, la proporcidn guardada con @l medio DOBJ, con

la abservada entre el medic D3B4 y D&EBS8, en los explantes

$oliares (Tabla 14y,

En 21 zultivo de calins 2a comin el

ampleo de craiter:as
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subjetivos que atienden‘al aspecto macroscédpico para lLa
evaluacidn del callo inducido. En este sentido es ;aneralizado el
criterio de considerar como un callao apropiado para el
establecimiento de Fultiyns en suspension, a agquellos Qu&

muestran una consistencia friable, textura granular o porosa y

carentes de pigmentacion que indiquen necrosis (caté-parda) o
actividad fotosintética (verde). Por elion, s& abtuvieran
porcentajes de cada una de estas caracteristicas para el total de
cal&us obhtenidos en cada tratamiento (Tabla 17 9 18), en general
el medio DSBS en explantes foliares presenta calles con textura

granular vy consistencia friable, mientras que en su mayar parte
nmuestran una pigmentacidn café que indica inicios de necrasis,
atribuible a la acumulacidn de toxinas en el medio o bien a la

disminucidn de la concentracidén ¢- nutrientes en el medio. En los

explantes de hipocotilo, en el medio D&B8 se presenta un 97.2 %
de_:allns aranulares y friables con pigmentacidn hialina &n su
mayaoria, hay un bajo porcentaje de necrosis, representado por a2l
13.9 % de callos cafés. Es claro que estos criterins nos permfteﬁ
contar con élgunns pardmetros dtiles en la seleccidn de medics de
cultivo, 3in embaréa, no serdn determinantes por ellcs mismos.

En la etapa constituida por el establacimiento de cultivos
en suspensidn, se optd por emp}ear.el mismo medio de cultivo
empleado an 19 inducziédn de callas, la primera observacidn
relevante, fué¢ el desarrollo de raices a paftlr de pequenios
agregados celulares en el cultivo provenisnte de explantes

foliares en medio DSBL (Foto 1), en cuya cbtencidn se emplearon

callos friablesi mientras que en el casa del cultivo praveniente
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de explantes de hipocotilo, en medioc D&B8 (Fota 2), si b{en 
exist{a agregacidn celular, na se¢ presentd el! evento Qe :
rizogénesis. d 4

Es conptida la importancia de las condiciones d2 uUlti;n,
come (o es la consistencia del medio, en la reshuésta qbsefvadé
tanto en las cambios en la cnnsistenci; dei cultivo
(friabilidad), como en la inducciérn de evéhtns mnricgéngticms
{Yeoman M.M. y Macleod J.A., 1977; Street E.H., 1977; Reinert J.,
et ;1, 1977). En este sentido, resulta explicable la t&n&encia a
la agregacidn :elﬁlar ¥ la ocurrencia de arganngénesis en i
cultivo, como una respuesta al cambio de medio semisdlido a media
liguido.

Por esta razdn, se eligid finalmente el medio DGBS y los
explantes de hipocatila, como las msis ;ndi:adns para ei
establecimienta y mantenimiento de los cultives celulares, €n
Physalis ixocarpa var.vRendidora. Finalmente, se procedit a lia
caractlerizacldn de la cinédtica de crecimiento del cuitivo.

Al igual que en el caso de la induccién de callas, se
contrastaron los diferentes wmodelos de crecimiento gue podrian
describir los datos experimentales, observdndose (Grdfica =i, qQue
el mejor ajuste se presenta con el emplea del modelo lugiatics
(p<0.05). Mediante el emplec de la transfarmacidn Walford, se
estimd la capacidad mdxima del cullive, gQue correspond.d
aproximadamente a 4;75'x 105 ceis/ml, la cual se alﬁanzaba & los
19 dfas de cultivo.

En contraste tow aotros culti.os, ia densidad celular

alcanzada, ccn la capacidad md.ima del medio ge cultivo, resuita
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baja (Street E.H., 1977; King J.P. vy Streast E.H., L1977), sin
emnbargn i3 densidad alcanzada con la capacidad maxima del medio,
smpleando 5 ml como indculo, provee del minimo de la densidad
m;nima afactiva (Street E.H., 1977), para mantener el cultivo
médiante subcultivos de la suspensidn. La baja densidad puede ser
atritufda a la pesibilidad de gue el medio de cultivo no reuna
1as condicionss dptimas para €1 crecimiento de la paoblacidn, 1o
cud! serd necesario abaordar a fin de contar caon densidades
celulares altas gue ofrezcan mayores posibilidades de &xito en la
técnica de plaguen del cultivo ©n suspensidan, uha etapa critica
durarte la seleccidn ip vitro (Street E.H.,1977).

En el andlisis microscdpica efectuado, todas las
observaciones coinciden con lo reportadao para otras especies
{Yecman M.M. y Street E.H., 1¥77).

Las :aracterisiicas de pare@ﬁtélular, arreglo del
citoplasma, nicleo y vacuolas, permiten afirmar Qque las células
mantenidas en él cultivo en suspensidn son células di%eren:iadas,r
especi{ficamente del tipo parenquimatoso. Lo cudl apoya el
planteamien#n que se ha‘he:hn éDF otras auturés (Murashige T.,
1979), para establecer que los callos no estdn constituidas par
céivlze desdiferenciadas, por 1o menos no és generailizable,
cuando se emplean =2xplantes somdticos distintos a tejidos
embrionarios o meristemAticos. Asf mismo, la nociable variacidén en
12 forma de las céliulas, puede representar la presancia de
matantec, cows e f.a establecido ¢n olras especies (Yeomar .M. »y
Strect E.H., 1977, 1o cual representa una ventaja para abordar

! asizlamients ds }ineas gc2lulares mutantes.
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APENDICE A
PREPARACION DEL MEDIO MURASHIGE-SKOOG

A fin de facilitar la preparacidn del medio de cultivo,
formuladoc por Murashige T. y Skaog F. (1942}, se preparan
soluciones 25 y 100 veces mds concentradas que la cantidad
requerida en la formulacidn original. Estas scluciaones

concentradas o saluciones stock, son las siguientes:

SOLUCION 1: NHyND . eivevenaee. 16.5 g
KNO3 cvevicuennnea 19.0 9
KH PO, cvvennenen. 1.7 9
M9S0,4°7 HoO ...... 3.7 g

H20 cbp 1000 ml

SOLUCION 23 CaCl,-2 HO0 ,.v.vs 11.C g

H,0 chp 250 ml

SOLUCION 3@ - FeS04-7 HZD rassss 0.8695 g
Ma EDTA .....u-.. 0.9325 9

H20 cbp 250 ml

SOLUCION 4: H3803 cersensacesss 0.1350
HnSD4'4 H20 cesee. ©.5575

KI cocennensnncens 0.0207

g @ 9 ua

InS04°4 Hy0 ouvvu.  0.2150
STOCK A cvevvenees 2.5 ml

Hzo cbp 230 wi



SOLUCION 3:

SOLUCION STOCK A:

Posteriormente,

cultivo, se emplean 100 ml de la solucidon § y 10 ml de las
soluciones 2, 3, 4 y 5. En el caso de que 5eaﬁ adicionados
fitorreguladores del.cre:imientu como
éstos son agregados antes de disclver
finalmente, =e afora a 1000 ml. 5i se
antes de afaorar se ;grega agar al 1% (p/v). El pH del medio de
ajusta # s.8, embléando soluciones de acido clarhi{drica e

hidrdxido de sodio §{ a2 3 M,

121°C o 1.15 Kg./cm?

Gli(:lna. . !l;clllllv 22.0

m-InESitol ...ea.r 1.0

Ac. Nicatinlco ... 5.0

Piridoxina-HCl ... 5.0

Tiamina-HCl ...... 1.0

w9

9

wmg

R9

ng

H,0 cbp 100 ml

NaMaQz+2 Hy0 ..... 0.5

9

CuSQ,-3 H,0 ... 6.05 g

CaCly, & Hy0 ...... 0.05 g

H;0 cbp 200 mi .

75

para la preparacidn de un litro de medio de

auxinas y citocininas,
sacarosa al 3% (p/v) ¥

emplea medio semisdlido,

de pre=sitn durante 20 min.

antes de esterilizar en autoclave a
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APENDICE B

ANALISIS DE VARIANZA A DISTRIBUCION LIBRE PARA RANGOS DE
KRUSKAL -UWALL IS

El andlisis de varianza de una clasificacibn por rangos de
Kruskal-Wallis, permite decidir si k muestras independientes
proceden de poblaciones estadisticamente diferentes. Al igual que
todas las pruebas estadisticas nao paramétricas, su modelo na
especifica las condiciones de los pardmetros de las poblaciones
en cuestidn, esto es, se trata de una prueba a distribucidn
libre, 1o cual si bien implica la suposicitn de indeperndencia y
que se trate de variables continuas, su exigencia es menor
contrastada con una prueba paramétrica que exige ademds una
distribucidn normal de la pohlacidn estadf{stica. Puf otra parte,
las pruebas no paramétricas permiten su empleo con variables
medidas en escala ordinal, caomo es nuestro caso, v ain de
mediciones en escala nominal.

tLa prueba de Kruskal-UWallis supone que la variable en
estudio tiene una distribucidn continua camo base, por lao cuail se
requiere al menos, de una medicibn en escala ordinal. Al
calcularla, cada una de las N observaciones es reempiazada por
rangos, esto es, todas las observaciones de las Kk muestras se
ordenan en una sola serie y el puntaje mds pequeho es sustituido
por el rango i, el sigquiente mis grande por e! rango 2 y asf{

sucegsivamente.

Posteriormente, se suman los rangos correspondientes a cada
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una de las k muestras y se procede a determinar si la desigualdad
entre las sumas es tan grande gue probavlemente no proceden de
la miama poblacidn bajo la hipdtesis nula de gque:

Huin;"r.---=?k
Para lo cual se calcula el valor del estadi{stico H, empleado por
1a prueba, ¥y definido como!

j=k 2
12 Rj3
H,- - 3IN+L)
N (N+1) Cnj

j=1

donde k = nuim. de muestras
nji= ndm. de pbservaciones para k=j
Ri= suma de rangos para k=j

N = npim. total de observaciones

La regla de decisién consistirid en gque a un nivel o« de
significacién, se rechaza H, si el valor de H 2 h a.n,fmow
o bien me rechaza Hg, i el valor de H 2 Xtu.hq) ’ cu;ndo el
nimero de pbservaciones excede a 5 o el numero de muestras es
mayar gque 3, puestq'que en este caso e} estadistica K se aproxima
a la distribuciédn de chnn k-1 grados de lipertad, por 10 cual
la probabilidad asociada, conforme Hg, de ;alores,tan grandes
~como el de H observada se puede determinar con la tabla de Xi
cuiando no es asf, i k<3 ¥y n<S, se cuenta con la tabla de
probabilidades exactas para valores de H observada.

Por otra parte, cuando ocurren ligas entre dos o mas
observaciones, esto es, gue tienen el mismo valor, cada puntaje

es reemplazado por la media de los rangos con que se encuentra
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ligado ¥ resulta entonces necesario curfegirrel valor 4e H, paEa
obtener H', mediante:

H

T

N*-N

H*=

i -

donde T = t3-t, cuando t es el nim. de puntajes ligados can el
mismo valor.

La prueba de Kruskal-Wallis tiene una potencia-eticiencia de
95.5% cuando es comparada con la prueba paramétrica de andlisis
de varianza de Fisher'para un disefio completamente aleatorizado

(Siegel S., 19722),
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COMPARACION MULTIPLE A DISTRIBUCION LIBRE PARA SUMAS DE RANGOS DE

KRUSKAL~WALLIS

Esta prueba es el equivalente a la prueba paramétrica de

diferencia minima significativa de Duncan, empleada en la

separacidn de medias después del analisis de varianza de Fisher,
agto es, permite determinar cuales muestras proceden de la misma
poblacitn ¥ cuales de poblaciones estadfasticamente diferentes,

mediante el cdlculo de las k(k-1)/2 diferencias absolutas entre

cada par de nuestras a examinar.
En nuestroc caso, donde k es mayor que 3 y el ndimero de
repeticiones excede a 5, la regla de decisibn es:
172
kikn+l}
Tu ¢ Tv si IRu-RvI > 8 ke

donde Tu= efecto del tratamiento u

12

k = nidm., de muestras
n = nidm, de observaciones

El valor de g se encuentra tabulado para el nimero de

muestras y de observaciones correspondientes, con un nivel oc de

significacidn. Para la elecritn de otras reglas de decisidn, se

puéde consultar a Hollander M. y Walte A.D., 1273.
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APENDICE D
PRUEBA U DE MANM-WHITNEY

Esta prueba es la alternativa mas adecuada ante la prueba
paramdtrica t de Ztudent, esto es, se trata de una prueba no
paramétrica gue permite decidir si dos nuestras independienteé
han sido tomadas de_la'migma poblacidn, par lo cual:

Hy 3 TW=T Yy Hy i3 Ta#Te

Se requiere que la variable haya sido medida por lo menos en
una escala ordinal. Para su cdlculo, los valores de las
okeervaciones son sustituidos par -rangos, para obtener la suma de
estos en cada una de las nuestras y proceder a obtener el valor -

del estadistico U, madiante:

n, (n, +1)

U = AN, + - Ry
2
2 bien,
n,(n,+1)
U = n,n, ¢ ~ R,
2

donde R; es la suma.de rangas correspondientes a la wmuestra de
tamaho n; ¥ R; es la suma de rangos de la muestira caon tamaho n,
Las dos farmulas a emplear, propascianan diferentes valores
de U, =in emtairqgo 21 serdadero valar et el menor de los
cbtenides, 21 otro se denamina U'. Para verificar, se emplea:

U= n,n,- U’
La regla de decisidn es!

7, ﬁrz 8i U > Uge, nung



donde el wvalor de:lestadisti:p U, bajo H , se encuentra tabulado
para un nivel o de 5£§ni¥{cétividad,rcon n; 7 n, grédds de:

libertad.

81
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ANALISIS DE VARIANZA PARA RECTAS DE REGRESION

En general,
ajuste de los datos experimentales a

método de minimos cuadrados,

valores experimentales can respecto a las valores te6ricas.

tas rectas de regresidn obtenidas a partir de un

una recta, mediante el

presentardn una dispersidn de los

El

efectuar una prueba de andlicis de varisnza para la regresiodn

abtenida,

permitird contrastar la hipdtesis nula de que no hay

correlacidn entre las dos variables involucradas y Qque la

aparente relacidn lineal se puede-atribuir al arzar

Hills J.F., 197&).

El criterio de decision serd el
de F observado sea mayor o igual que
cierta probabilidad de cometer error

En la siguiente tabla de andlisis de

cllculos a etectuar en la prueba:

TABLA ANOVA

(Little M.T. ¥
rechazar Hg, cuando ¢l valor
el valaor F en tablas con
tipo I.

varianza, se indican los

F.V, G.L. S.¢C. c.M. F
TOTAL n-1 Ty
REGRESION 1 r*z y SCR./1 CMR/CMD
DESVIACION n-2 (1-r*)ZT y SCD/n-2
Donde!
n = niim, total de datos
v o= T (v=%7

-
I

Coeficiente de correlacidn
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= Fuente de varlacidén
= Brados de libertad
= Suma de cuadrados
= Cuadrado medio
= Valar F (Fisher)
Es importante sefialar que un alto valor del coeficiente de
correlacidn, que adem&s resulte significativo, no necesariamente
implica una relacidn cauvsa-efecto entre las variables

involucradas.
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APENDICE F
TRAMNSFORMACION WALFORD

El métpnde analilico cenpncido como transformacitn Walford, es

una 2itzrrnativa a otiros métodes 3vadfices ; semigrdfices emplesdas

en la estimacitn del walor wauime oblenido &n Curves awm

crecimiento de poblaciones o individues, asi como del periado de

tiempo necesarios para alganzar dichs valor mdxcimo.
Este método propuests por Walfard A.L. en 1716 ha sido
enpleade saticfaztor iamente para el andlicis dgl crecinentn en

especies animales (Regunsefsll A.G. » Everhart h.W., 475353 »

recigatemente para uin anadlisis similar de le gernminacidn &un
semillas de mafz i{Llezann R.J.L., crawnicacidn parsanai..
S¢ enplean 1oz puntus ctitenaidas =n unad cindtica de

craciniento, posteriores at punta de infle.idn d¢ la carva

sighwide, que presenten ol wiznos

irtoervalo de tiewpao enti e
ellas.

Sz efectda unae t

Lantformacidn 4 la cur va a8 Sreliainigntd
nediants la graficaci@n d= los valores del pardmetio ce

creviniento para los n o valeore: Jdzi pariods 22 Yiewpo a-ioli

del eje d=2 las ardenadas

para los ntl saln; o=

las coordznadas. Zon

MRS
Es pozibklae ezlablecas guéeiuna o
-0 : ' - . D !
a1z ., Gu2 parta del ordgen, s @presantardaisadilsasili i n o ba Cuas
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21 crecimiento en un determinado tiempo, s2rd igual al
crecimiento en el valor de tiempb siguiente, con el mismo
intervale, en otras palabras, no habri cambio en el valor de

crecimiento.

vl‘lfl

L] Ya

Fig. Ei ‘Tranﬁfnrmaciﬁh Valtord.
A) Recta cobtenida de la
transformacion de datos
B) Recta de 45°

La recta resultante de la transfarmacidn, presentara una
_pendienie‘k que es unha constante positiva y menor de unao, que al
interceptar a la recta de 45°%, coincidird con ella en la
:aractef{stica de ﬁue a valores sécuen:ialés de tiempa,
corraspoandan valeres del crecimiento iguales.

Esa punto de intercepcidn, representa el valar maxina
alcanzado por la curva de crecimiento y a suvvez parmitira
obtener el valor del periodo de tiempo en gue es alcanzada,
medisnts su sustitucidn en la funciodn del modelo natemdtico de

cracimlento.
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Fara la obtencidn del punto de intercepcidn, se resuclve
para un sistema de ecuaciones simultdneas, que una vez

despejadas, corresponden at

Ymax =

1 - m,;

dande Ymax es el valor miximo del crecimientci b; v m,'serén los

valores do ordenada al origen y pendiente, respectivamente,

abtenidos de la regresion lineal para la recta resultante de la

transformacidn.
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