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RESUMEN 

En México, muchas especies nativas cumplen requisitos imprescindibles en la selección de 

plantas de ornato. Un ejemplo es Sprekelia formosissima, planta nativa con estructura floral 

típica de monocotiledónea sus pétalos y sépalos se ordenada en múltiplos de tres, formando una 

hermosa flor roja. La obtención de variedades de S. formosissima se podrían lograr por medio 

de inducción de poliploides. En este estudio se evaluó la desinfección de las semillas de S. 

formosissima para su cultivo in vitro, se obtuvierón semillas libres de contaminación con 30 y 

35 % de hipoclorito de sodio. Una vez desarrollado este protocolo se realizó un experimento 

para evaluar los cambios morfogénicos de las plántulas obtenidas de semillas de S. formosissima 

expuestas a colchicina (0, 0.1, 0.2 y 0.3 %) durante 12, 24 y 48 horas y un segundo experimento 

con las mismas concentraciones y una reducción de 2, 4 y 8 horas. De acuerdo al elevado 

porcentaje de mortalidad en el primer experimento y a los cambios presentes en el tamaño de 

las plantas del segundo experimento la mejor dosis para la producir cambios morfológicos en 

las plántulas in vitro fue 0.3 % con un tiempo de exposición de 2 horas. En invernadero se 

sumergieron bulbillos de plántulas de S. formosissima en colchicina en concentraciones de 0.1 

y 0.2 % durante 6, 12, 24 y 48 h. Los cambios en la reducción en tamaños de plantas y aumento 

en el tamaño de los estomas indican que la dosis 0.2 % y tiempo de 24 horas son las eficiente 

para producir cambios morfológicos en plántulas in vivo. Para conocer los requerimientos de 

esta planta se evaluó la respuesta de plantas adultas a diferentes concentraciones de solución 

nutritiva (0, 25, 50, 75 y 100 %) en combinación con tidiazurón (TDZ) (0, 0.25 y 0.5 mg L-1).  

Palabras clave: Desinfección, semillas, in vitro, in vivo, bulbos, solución nutritiva, TDZ. 
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ABSTRACT 

In Mexico many native species fulfill essential requirements in the selection of ornamental 

plants. An example is Sprekelia formosissima, a native plant with a typical monocot floral 

structure, its petals and sepals arranged in multiples of three, forming a beautiful red flower. 

Obtaining varieties of S. formosissima could be achieved by induction of polyploids. In this 

study, the disinfection of S. formosissima seeds for in vitro cultivation was evaluated. Seeds free 

of contamination were obtained with 30 and 35 % sodium hypochorite. Once this protocol was 

developed, an experiment was carried out to evaluate the morphogenic changes of the seedlings 

obtained from S. formosissima seeds exposed to colchicine (0.1, 0.2 and 0.3) for 12, 24 and 48 

hours and a second experiment with the same concentrations and a reduction of 2, 4 and 8 hours. 

According to the high mortality rate in the first experiment and the changes in the size of the 

plants of the second experiment, the best to produce morphological changes in the seedlings in 

vitro was 0.3 % with an exposure time of 2 hours. In the greenhouse, bulbs of S. formosissima 

seedlings were immersed in colchicine in concentrations of 0.1 and 0.2 % for 6, 12, 24 and 48 

h. The changes in the reduction in plant sizes and increase in stomatal size indicate that the 0.2 

% dose and 24 hour time are the efficient ones to produce morphological changes in seedlings 

in vivo. To know the requirements of this plant, the response of adult plants to different 

concentrations of nutritive solution (0, 25, 50, 75 and 100 %) in combination with tidiazuron 

(TDZ) (0, 0.25 and 0.5 mg L -1) was evaluated.  
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CAPÍTULO 1 

I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

Sprekelia formosissima Herbert. conocida comúnmente como “pata de gallo”, “lirio azteca”, 

“azcal xochitl” y “mayito" entre otros nombres, es una de las plantas silvestres más bellas de 

México. La especie pertenece a la familia Amaryllidaceae, posee flores zigomórficas, de gran 

tamaño (13 cm) y de coloración rojo escarlata. Estas características le confieren un gran 

potencial para usarse en paisajismo, como planta ornamental, flor de corte o flor en maceta 

(Bautista-Puga et al., 2011; Rzedowski y Rzedowski, 2005). 

 

En México las plantas de S. formosissima se extraen de su hábitat y se comercializan ilegalmente 

para uso medicinal o para su cultivo en jardines. Estas prácticas son perjudiciales porque se 

destruyen y pierden numerosos genotipos. 

 

La generación y distribución de variedades comerciales puede disminuir la recolecta de plantas 

silvestres, aumentar el valor y la aceptación de esta especie en el mercado nacional y constituir 

una ventaja económica en el mercado de exportación (Hernández-Muñoz et al., 2016). En países 

europeos como España e Inglaterra, existen empresas que comercializan material vegetativo de 

S. formosissima durante todo el año (Vázquez-García et al., 1998). En México esta especie no 

se produce a nivel comercial por la falta de variedades estables y homogéneas. 

 

La obtención de variedades de S. formosissima puede efectuarse por los métodos de selección, 

hibridación y mutagénesis. La inducción de mutaciones se logra al someter tejidos a la radiación 

o aplicarles productos químicos que propicien variaciones genéticas, de las cuales puedan 

seleccionarse materiales con las características deseadas (Novak y Brunner, 1992). Las 

mutaciones causan cambios en la estructura del ADN (deleciones, inversiones y 

translocaciones) o en el número de cromosomas (ploidía) y pueden ocurrir de forma natural y/o 

artificial (Gutiérrez-Mora et al., 2003). 

 

La poliploidía se induce al exponer a las células y tejidos vegetales al efecto de agentes 

antimitóticos como la colchicina, para incrementar el tamaño del genoma causado por la 
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presencia de tres o más juegos de cromosomas dentro de las células somáticas de un organismo 

(Alcántar, 2014).  

 

La colchicina ha sido utilizada desde 1937 para la duplicación de cromosomas (Geoffriau et al., 

1997). En algunas especies, la colchicina puede causar efectos secundarios como esterilidad o 

crecimiento anormal, o puede inducir la formación de quimeras debido a las divisiones 

asincrónicas de las células (Wan et al., 1989).  

 

Es común el uso de estas sustancias para detener la metafase, ya que interfiere con la estructura 

de las fibras del huso mitótico, se une a la tubulina de los microtúbulos e inhibe su formación, 

lo que provoca que no se desplacen los cromosomas hacia los polos. Como consecuencia, se 

origina una célula con número de cromosomas doble, esto provoca cambios morfológicos en las 

especies (Hadlaczky et al., 1983). 

 

Cuando se presentan cambios morfologicos debido a la aplicación de agentes mutagénicos en 

alguna especie, es importante propagarla masivamente para establecer un banco de 

germoplasma que pueda satisfacer las demandas del mercado (Fernández et al., 2018).  

 

La reproducción asexual es la más indicada para este fin, debido a la fidelidad genética que 

brinda, además de ser la única vía de reproducción de algunos poliploides infértiles (Vallejo-

Marin, 2014). 

 

En México no se han realizado trabajos que utilicen herramientas biotecnológicas en la 

reproducción y obtención de variedades de S. formosissima a partir de genotipos silvestres, para 

incrementar la probabilidad de obtener mejores características de interés hortícola como color, 

forma y tamaño de la flor; como tampoco se cuenta con información suficiente para el manejo 

agronómico de la especie. 

 

Con base en lo anterior, el objetivo de la presente investigación es inducir poliploidía in vivo e 

in vitro en S. formosissima y desarrollar innovaciones para el manejo agronómico de la especie. 

 



 
 

 
5 

 

Finalmente, esta tesis se desarrolló por capítulos, en el capítulo I “Introducción general” se 

hablan de la importancia de la obtención de variedades de S. formosissima y del porqué al 

realizar experimentos de inducción de polploidia se deben conocer los métodos de reproducción 

asexual; en el capítulo II “ Revisión general” se exponen aspectos generales de la planta; en el 

capítulo III “Inducción de poliploidía en S. formosissima” se aborda el tema central de la tesis, 

se muestran experimentos in vitro e in vivo que indican las mejores dosis y tiempos de 

exposición a los agentes antimitoticos; En el capítulo IV “Soluciones nutritivas y citocininas 

para el desarrollo de plantas de S. formosissima” se tratan aspectos del manejo agronomico 

indicando cuales son las mejores dosis de Soluciones Nutritivas en combinación de TDZ para 

el mejor desarrollo de S. formosissima, también se muestran experimentos de reproducción 

asexual por medio de cortes en bulbos. Estos experimentos se realizaron con la finalidad de 

obtener mayor cantidad de material biológico al momento de obtener una variedad; en el 

capítulo V “Discusión general” se discuten los resultados obtenidos en la investigación; en el 

capítulo VI “Conclusión general” se hace énfasis en los puntos más importantes encontrados en 

el dasarrollo del trabajo; en el Capítulo VII “Bibliografia” se encuentra la bibliografía 

consultada. 
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CAPÍTULO II 

II. REVISIÓN DE LITERATURA GENERAL 

México es un país privilegiado en cuanto a la variedad de ecosistemas y variación genética de 

especies (Luna et. al., 2011), ocupa el tercer lugar en cuanto al número de plantas vasculares y 

posee uno de los mayores índices de especies endémicas (Magaña y Villaseñor 2002).  

 

Esta biodiversidad le otorga al país posibilidades para competir en el mercado florícola mundial, 

con materiales nativos o con cultivos tradicionales (Martínez, 2003), ya que cerca de 4000 

especies de plantas ornamentales cultivadas son de origen mexicano (Tejalca y Pérez 2018; 

Mayett-Moreno et al., 2018). 

 

Algunas plantas hortícolas mexicanas que destacan por su valor estético y económico son el 

cempasúchil, utilizado en las festividades del día de muertos y ceremonias religiosas; la noche 

buena, de importancia mundial, considerada símbolo de la navidad; y la dalia, nombrada flor 

nacional desde 1963 (Trejo-Hernández et al., 2015). 

 

2.1 Sprekelia formosissima con potencial comercial 

 

Sprekelia formosissima tiene gran potencial en el mercado hortícola, debido a características 

estéticas similares a la del tulipán (Tulipan), azucena (Lilium), amarilis (Hippeastrum y 

(Amaryllis belladonna), narcisos (Narciso) y crinum (Crinum x powellii). Para los consumidores 

de plantas, características físicas como el color, el olor y el tamaño son más importante a la hora 

de adquirirlas que el precio (Mayett-Moreno et al., 2018). 

 

En Estados Unidos de América, Chile, Argentina, España, Francia, Grecia, Inglaterra, Polonia, 

República Checa y Australia, esta especie se comercializa a precios que oscilan entre los $2.2 y 

los $15 USD por bulbo, o de $6.2 a $12.97 USD por flor. En México, se comercializa por medio 

de páginas electrónicas, que la ofrecen en $0.3 USD por bulbo y $1.1 USD por flor, así como 

en pueblos pequeños (Castañeda et al., 2014). Como no se comercializa en viveros, lleva a 
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suponer que los bulbos que se distribuyen en el país se extraen de su entorno natural (Mayett-

Moreno et al., 2018, Castañeda et al., 2014).  

 

A la fecha se tienen registradas cinco variedades de S. formosissima en el Servicio Nacional de 

Inspección y Certificación de Semillas (SNICS): Anna (SPK – 003 – 240708), Julia (SPK – 004 

- 240708), Andrea (SPK - 002 – 240708), Oasis (SPK – 001-240708) y Terciopelo (SPK – 005 

– 180213). Las tres primeras variedades fueron gestionadas por la Universidad Popular 

Autónoma del estado de Puebla A. C. y las dos últimas por la Universidad Autónoma del estado 

de México, ninguna de estas se comercializa. 

 

La creación de variedades a partir el mejoramiento de plantas silvestres favorece al sector 

florícola y es una estrategia para conservar la biodiversidad, además con estas especies se 

pueden embellecer los paisajes urbanos (Mayett-Moreno et al., 2018; Savard et al., 2000). 

 

2.2 Características de Sprekelia formossisima 

 

Sprekelia formosissima es una especie herbácea, que se distribuye en todo México y Guatemala 

(López-Ferrari y Espejo-Serna 2002); en Michoacán forma parte de la composición florística 

del bosque tropical caducifolio y del matorral xerófilo, se localiza con frecuencia en zonas 

rocosas y durante el periodo de lluvias (Silva-Sáenz, 2017). 

 

Es una hierba perenne de 20 a 45 cm de altura, tallos de 7 a 25 cm de longitud, de color verde o 

verde-rojizo, presenta una flor roja de 7.5 a 13 cm de largo por 8.5 a 12.5 cm de ancho, con 

anteras de 7 a 9 mm.  

 

 

Las semillas de Sprekelia formosissima al igual que las de otras de la familia amarillidacea, 

están contenidas dentro de una cápsula con 80 unidades en promedio. Poseen un tegumento de 

color negro, son brillantes, aplanadas y redondeadas, con bordes membranosos (Baeza et al., 

2009); su tamaño varía de 9 a 11 mm de largo por 6.5 a 8 mm de ancho (Rzedowski, 2005). Por 
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tener una pérdida rápida de viabilidad, se les podría clasificar en el grupo de semillas 

recalcitrantes. 

 

2.3 Clasificación botánica  

 

Algunos autores consideran que Sprekelia es un género monotípico, con S. formosissima como 

única especie (Flory 1977, Sánchez 1979, Tapia-Campos et al., 2012); aunque la lista de control 

mundial de familias de plantas seleccionadas (2011) reconoce dos especies: S. formosissima y 

S. howardii Lehmiller, y como sinónimos de S. formosissima a otras especies o variedades 

descritas en la literatura (Rodríguez-Domínguez et al., 2018).  

 

La clasificación taxonómica de S. formosissima es la siguiente: Reino: Plantae; Subreino: 

Tracheophyta; Filo: Magnoliophyta; Clase: Liliopsida; Orden: Asparagales; Familia: 

Amaryllidacea; Género: Sprekelia formosissima (Conabio, 2018). 

 

2.4 Propagación in vitro de Sprekelia formosissima  

 

Sprekelia formosissima se puede reproducir in vitro si se cultivan por plantes de 1 cm2 de catafila 

(hojas modificadas) con una porción de disco basal en medio de cultivo MS suplementado con 

8.87 µM de benciladenina N6 (BA) y 0.98 µM de ácido indol-3-butírico (IBA). Con este método 

es posible obtener 96 bulbos a partir de uno, en un período de seis meses (Cázarez, 2010). 

 

2.5 Agentes mutágenicos 

 

La inducción de poliploidía puede darse mediante tratatamientos con agentes físicos como 

choques térmicos, rayos X, rayos gamma o por la exposición de los tejidos de las plantas a 

productos inductores de la inhibición mitótica (Kokate, 2011).  

Algunos de estos agentes químicos son colchicina (Col), etilmetanosulfonato (EMS), azida de 

sodio (SA), hidrazida maleica (MH) y acridina (Acr) (Prabhukumar et al., 2015). 
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2.6 Poliploidía 

 

Los peces, los anfibios y cerca del 70 % de las plantas con flores tienen un origen poliploide 

(Soltis et al., 2015), este proceso activo y continuo es reconocido como una fuerza impulsora 

importante para la especiación y evolución de las plantas (Alix et al., 2017). 

 

La poliploidía es la combinación de más de dos juegos de cromosomas (Leitch y Bennett 1997) 

que se originan de la misma especie (autopoliploidía) o especies afines (alopoliploidía) (Pelé et 

al., 2018). La alopoliploidía resuelve problemas asociados con el apareamiento de cromosomas 

que emergen al reunir genomas divergentes (Hegarty et al. 2012). Para indicar el número total 

de conjuntos de cromosomas se utilizan los prefijos tri(3), tetra(4), penta(5), hexa(6), … y así 

sucesivamente(Comai, 2005). 

 

Los autotetraploides y triploides frecuentemente son de baja fertilidad, o incluso pueden ser 

estériles. Esto puede ser una característica deseable en plantas reproducidas clonalmente, ya que 

reduce la contaminación del medio ambiente por el polen o las fugas de semillas (Dhawan y 

Lavania, 1996). 

 

Los poliploides pueden ser inducidos por dos mecanismos: la poliploidización mitótica, que se 

basa en la duplicación de tejidos somáticos, y la poliploidización meiótica, que genera gametos 

2n (Ramsey y Schemske, 1998). La poliploidización meiótica, en contraste con la mitótica, 

produce poliploides a través de la fusión de dos gametos (polen u ovulos), uno o ambos con un 

número doble de cromosomas (Balode 2008).  

 

Durante la meiosis se requiere al menos un cruce entre cromosomas homólogos para obtener 

gametos bien equilibrados y evitar la formación de aneuploides (Pelé et al., 2018). La 

poliploidización meiótica tiene un gran potencial y es un método natural para obtener 

poliploides (Van et al., 1990). 

De manera natural, las especies poliploides son más frecuentes en altitudes mayores y en 

situaciones de más estrés ambiental (Soltis et al., 2015), lo que favorece la adaptabilidad de los 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.00907/full#B2
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individuos (Allario et al., 2013) y su capacidad de colonizar nuevos nichos ecológicos (Blaine 

et al., 2016). 

 

En el pasado, la duplicación del genoma completo pudo originar innovaciones clave en 

características de la flor que facilitan la diversificación y su distribución, así como la invasión 

de nichos previamente desocupados, en tiempos posteriores (Van et al., 2017). Un poliploide 

producido artificialmente, mediante la duplicación de cromosomas se conoce como 

neopoliploide (Comai, 2005). 

 

Debido a que la colchicina es un alcaloide altamente tóxico y mutagénico (Pereira, 2012), se 

han buscado alternativas como los herbicidas antimitóticos (dinitroanilinas), entre ellas orizalina 

y trifluralina. Estas sustancias han inducido ploidía en Paspalum notatum (Quesenberry et al., 

2010). Otra sustancia que se ha utilizado para inducir ploidía ha sido la cafeína en Hordeum 

vulgare (Scagliusi et al., 2009). 

 

Después de la formación de poliploides, estos pasan por periodo (cuello de botella) de 

inestabilidad. Los poliploides adaptados entran en un proceso evolutivo de diploidización, 

durante el cual se pierden los genes o se mantienen como duplicados. Estos genes pueden 

conservar las funciones (sub-funcionalización) o pueden adquirir nuevas (neo-funcionalización) 

(Comai, 2005).  

 

Los organismos poliploides presentan cambios en la regulación metabólica y estructura del 

genoma, lo que ocasiona efectos inmediatos sobre el fenotipo y la aptitud del individuo (Otto, 

2007).  

 

Muchos cultivos del mundo como el algodón, la colza y el trigo son generalmente poliploides, 

y a menudo poseen una calidad agronómica y hortícola superior a la de sus contrapartes 

diploides (Liu et al., 2007).  

 

Se ha demostrado que la multiplicación genómica aumenta la concentración de metabolitos 

secundarios (Dhawan y Lavania, 1996) en la hierba cochina (Cymbopogon flexuosus) (Ammal 
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y Gupta, 1996) y la amapola iraní (Papaver bracteatum) (Milo et al., 1987). En el caso de diente 

de león (Taraxacum kok-saghyz), se confirmó un aumento del 47.7 % en la concentración de 

caucho radicular en especies tetraploide (Luo et al., 2018). 

 

Mediante la duplicación cromosómica también se busca la restauración de la fertilidad de 

híbridos estériles, la generación de variabilidad genética en especies apomícticas (Pereira, 

2012), la viabilización de cruces cuando los genotipos presentan ploidías diferentes, la 

obtención de progenies en menor tiempo (Souza-Kaneshima, 2010) y la resistencia a plagas. 

Esta última característica se explica porque la poliploidía provoca cambios en los perfiles 

metabólicos e interacciones con los herbívoros (Van et al., 2017).  

 

2.7 Inducción de poliploidía in vitro mediante agentes químicos en plantas de ornato 

 

Se probó la respuesta de plantas de Aloe vera (L.) in vitro a diferentes concentraciones de 

colchicina (0, 0.05, 0.10 y 0.15 %) en dos tiempos de exposición (48 y 72 h). Los tratamientos 

con mejores resultados fueron los de colchicina al 0.10 % durante 48 y 72 h, que indujeron 

duplicación cromosómica en más del 50 % del tejido utilizado.  

 

Las plantas tratadas con 0.15 % de colchicina durante 48 h produjeron tejido quimérico con alto 

predominio de células poliploides (91.7 %). A la misma concentración pero con 72 h de 

exposición, se obtuvieron células poliploides pero con desarrollo anormal y tejido necrótico 

(Motero et al., 2018). 

 

Semillas de Trachyspermum ammi L. se germinaron bajo cinco concentraciones de colchicina 

(0.025, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.5 % (p/v)) en cinco tiempos de exposición (6, 12, 24, 36 y 48 h). Se 

observó una duplicación exitosa del número de cromosomas en plantas tetraploides; la mayor 

eficiencia (11.53 %) se obtuvo con la aplicación de colchicina al 0.05 % durante 24 h. 

 

El aumento de cromosomas en Trachyspermum ammi incrementan la característica 

morfologícas de las plantas. En una serie de órganos de individuos tetraploides y diploides, 

respectivamente, se observaron los siguientes valores: altura, ente 151.0 y 72.7 cm; longitud de 
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hoja 9.36 y 8.33 cm; diámetro del vástago; 7.63 y 7.2 mm; longitud de inflorescencia, 16.46 y 

15.53 cm; longitud del pedúnculo 4.36 y 3.46 mm; longitud de semilla, 2.66 y 2.30 mm; longitud 

estomática, 12.80 y 9.20 µm; ancho estomático, 7.20 y 5.90 µm; y densidad estomática, 15.90 

y 25.4 estomas mm-2(Noori, 2017).  

 

Los tiempos de exposición menores requeridos para inducir la duplicación de cromosomas en 

secciones nodales delgadas se atribuyen a la penetración más eficiente del antimitotico en tejidos 

meristemáticos. La poliploidía fue acompañada por aumentos de 10 mm aproximadamente en 

la longitud de entrenudos, una coloración más verde en las hojas y la duplicación del número de 

pétalos por flor (Kermani, 2003). 

 

2.8 Inducción de poliploidía in vivo por medio de agentes químicos en plantas de ornato  

 

Se ha estudiado la inducción de poliploidía variando el tipo de explante, el método de aplicación, 

la técnica de confirmación, la concentración y el tiempo de exposición (Allum et al., 2007).  

 

En Lilium spp. se trataron 280 semillas con 1g kg-1 de colchicina y 215 semillas con 2g kg-1. 

También se trataron escamas de bulbo con 0.1, 0.5 y 1 g kg-1 de colchicina. Las semillas tratadas 

con 1 g kg-1 de colchicina produjeron 215 plantas, de las cuales 12 eran poliploides. Con 2 g kg-

1 de colchicina hubo efectos tóxicos, pues únicamete emergieron 14 plantas de las cuales sólo 

una era poliploide. En las escamas de bulbos, con 1 g kg-1 de colchicina se obtuvieron 10 plantas 

poliploides (Balode, 2008).  

 

Sobre la viabilidad de semillas de cruzas hibridas de plantas con diferentes niveles de ploidía, 

se encontró una viabilidad alta (89 %) en semillas híbridas de una cruza entre un diploide y un 

tetraploide, y un 39 % en promedio en el caso de cruzas recíprocas. Se ha registrado viabilidad 

baja de semillas en híbridos provenientes de plantas tetraploides (26 %) y entre triploides con 

tetraploides (7 %) (Balode, 2008). 

Raíces de Aloe vera (L.) se sumergieron en soluciones de colchicinas al 0 %, 0.05 % y 0.10 % 

durante dos tiempos de exposición (24 y 48 h), los tratamientos fueron aplicados in vivo y en 

condiciones de oscuridad. El tratamiento con 0.10% de colchicina y 48 h de exposición indujo 
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incrementos significativos en altura de las plantas y longitud de hojas (5 cm aproximadamente), 

en el volumen foliar (10.42 cm3) y en la inducción de células aneuploides (56 %) (Matos, 2014).  

 

El tratamiento de semillas de con los tratamientos óptimos para la inducción de poliploidía en 

Dendranthema indicum var. aromaticum fueron 0.1 mg L-1 de colchicina durante 24 h en 

semillas (14.5 %) y 0.1 mg L-1 de colchicina durante 7 d (40 %) en ápices. Se obtuvieron siete 

plantas tetraploides, que desarrollaron hojas más grandes y gruesas, con mayor diámetro de flor 

y pubescencia en la epidermis, aunque la altura de planta disminuyó (He, 2016). 

 

En Bauhinia acuminata Linn se obtuvieron tetraploides a partir de semillas tratadas con 

colchicina al 0.05, 0.1, 0.25, 0.50 %. Las plantas obtenidas aumentaron su altura y el tamaño de 

la hoja. El tratamiento óptimo para inducir poliploides fue 0.1% de colchicina por tres días 

consecutivos (Basumatari y Das, 2017).  

 

Plántulas de Kalanchoe daigremontiana se sometieron a concentraciones de 0.025 y 0.1 % (p/v) 

de colchicina en dos tiempos de exposición (24 y 48 h) en cámaras oscuras. Los mejores 

tratamientos fueron los de colchicina al 0.025 % durante 24 y 48 h, que incrementaron 

significativamente variables morfológicas foliares y estomáticas (Salazar et al., 2018).   

 

2.9 Ploidía en Sprekelia formosissima  

 

El contenido de ADN de Sprekelia formossisima es de 180 + 12 pg ADN/celular y está entre los 

más altos en las angiospermas (Price et al., 1972), presenta un número de cromosomas básico 

de x= 30. 

 

Un estudio en tres poblaciones de esta especie en el estado de Jalisco mostró diferentes niveles 

de ploidia de manera natural (2n = 2x = 60, 2n = 4x = 120, y 2n = 5x = 150), estos niveles se 

relacionan con el tamaño de las estructuras morfológicas. Se considera que las flores más 

grandes y atractivas están presentes en plantas pentaploides, sin embargo, en condiciones de 

invernadero, plantas con este nivel de ploidia no produjeron semillas (Rodríguez-Domínguez et 

al., 2018).  
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2.10 Métodos de detección de poliploides  

 

Una estrategia de detección temprana de poliploides se basa en la morfología atípica de las 

estructuras foliares, como flores más grandes, tallos y raíces más gruesos, hojas verde oscuras, 

mayor relación ancho-largo de las hojas (Lavania et al., 2012), polen más grande (Dewitte et 

al., 2009) y mayor número de cloroplastos por estoma, en organismos tetraploides y diploides 

(Chakraborti et al., 1998). 

 

Los cloroplastos son organelos donde se realiza la fotosíntesis, por tanto, a mayor número de 

estos es probable que haya una mayor actividad fotosintética en la planta y mayor cantidad de 

materia seca (Gordillo et al., 2008). 

 

La morfología de los estomas es determinante para controlar la pérdida de agua, lo que posibilita 

la adaptación de muchas especies vegetales a condiciones ambientales muy diversas 

(Hetherington y Woodward, 2003). 

 

En algunas especies, el aumento en el tamaño cromosómico se relaciona con un aumento en el 

tamaño de los estomas y una disminución en la densidad estomática [Trifolium pratense, 

Trifolium repens (Evans, 1955), Medicago sativa (Speckmann et al., 1965) Acacia mearnsii 

(Beck et al. 2003), Dendranthema indicum var. Aromaticum (He, 2016), Bauhinia acuminata 

(Basumatari y Das, 2017) y Taraxacum kok-saghyz (Luo et al., 2018)] Por lo contrario, en 

Lolium multiflorum y Coffea (Mishra, 1997) tienen estomas con diferente longitud para un 

mismo nivel de ploidía (Speckmann et al., 1965). 

 

La detección de poliploides contando cromosomas y comparándolos con el tamaño del polen, 

el tamaño de la semilla y la morfología de la hoja, podría ser subjetiva y propensa al error 

humano (Luo et al., 2018). Sin embargo, estos protocolos sencillos brindan información 

preliminar sobre el citotipo de los individuos, que en el caso de especies forestales es un dato 

fundamental para los procesos de restauración ecológica y de reforestación, que se pueden 

correlacionar posteriormente con información genética y molecular (Caiza et al., 2018). 
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La citometría se ha convertido en el método más eficaz y preciso para detectar cambios en el 

nivel de ploidía (Doležel et al., 1989), pero se necesita de un equipamiento especial. 

 

El uso de parafina y el corte de secciones finas de la punta de la raíz para la observación de 

cromosomas bajo el microscopio óptico dio buenos resultados a los primeros citólogos, hasta la 

aparición de la técnica del aplastado de puntas de raíz conocido como “squash” para el conteo 

de cromosomas en células somáticas (Valladolid y Gonzáles, 2004).  

 

2.11 Efecto de la solución nutritiva y el tidiazuron sobre el desarrollo de plantas 

 

Las geofitas presentan un periodo de dormancia en la temporada de sequía y poseen bulbos 

como órganos de almacenamiento (Damián-domínguez et al., 2009). Su fenología y eventos 

específicos como la floración están determinadas por varios factores ambientales como la 

temperatura, el fotoperiodo, la precipitación y el estado nutrimental (Vallejo 2017).  

 

La demanda nutrimental es la cantidad de nutrimentos que producen efectos significativos 

benéficos en las características morfológicas y fisiológicas de las plantas (Nicola y Basoccu, 

1994). 

 

Las principales características que influyen en el desarrollo de los cultivos y sus productos de 

importancia económica son: la relación mutua entre los aniones y cationes, la concentración de 

nutrimentos, el pH y la relación NO3
- : NH4

+ (Lara, 1999). 

 

El tidiazurón ha sido suplementado en proporciones de 7 mg L-1 en el medio MS para la 

elongación de los brotes (1,37 cm) en el cultivo in vitro de Dendrobium aqueum (Parthibhan et 

al., 2015). Explantes nodales de Pluchea lanceolata inoculados in vitro en un medio MS 

suplementado con 0,5 mg·dm-3 de tidiazurón, tuvieron alta tasa de multiplicación de los brotes 

(9.7 ± 3.49) en el 95.8 % de los explantes (Kher et al., 2014). El tidiazuron en dosis del 25 y 50 

ppm indujo un incremento en el diámetro del fruto de Persea americana Mill. (60,1 y 61,0 mm) 

en comparación con el control (55,6 mm) (Vivar y Álvarez, 2015). 
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El efecto de tidiazuron se ha estudiado en plantas bulbosas. La micropropagación in vitro de 

Urginea marítima a partir de explantes de una escama de bulbo y en escamas dobles, cultivados 

en el medio MS, con 0,55 mg L-1 de tidiazuron y una exposición a la luz de 16 h, provocaron la 

regeneración de los explantes de los bulbos. En escamas simples produjeron de 0.90 a1.33 

bulbos, en comparación con las escamas dobles, que produjeron 1.17 bulbos (Aasim et al., 

2008). 

 

En la poscosecha de Iris x hollandica, la adición de 0.2 a1 mM de tidiazuron por 6 y 24 h 

prolongó la vida de las flores hasta 1.5 días respecto al control. El tratamiento con TDZ también 

estimuló el crecimiento del pedicelo y el ovario hasta 2,5 cm; lo que a su vez condujo a una 

apertura más completa de las flores (Macnish et al., 2010). 

 

En el cultivo in vitro de la Amaryllidaceae Eucrosia stricklandii se indujeron 2.3 brotes por 

medio de escamas dobles cultivadas en el medio MS suplementado con 0,54 / 0,45 μM de 

tidiazuron (Colque et al., 2002). 
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CAPÍTULO III 

III. Inducción de poliploidía en Sprekelia formosissima 

RESUMEN  

Sprekelia formosissima es una especie silvestre con gran atractivo visual debido a sus alargados 

petalos simetricos de color rojo, sus anteras colgantes y el largo de su vara floral, es muy popular 

su cultivo en macetas. Debido a que se carece de variedades comerciales las plantas se extraen 

de su hábitat para su cultivo, lo que provoca una pérdida de genotipos. La poliploidía es una 

tecnica de mejoramiento, que por medio de la inducción de duplicación de su material genético 

incrementar la producción y la obtención de nuevas características en las plantas. En esta técnica 

se puede llevar a cabo en condiciones de invernadero o in vitro, usar diferentes agentes químicos 

y tipos de material biológico. El objetivo de la investigación es la evaluación de los cambios 

morfogénicos de las plántulas obtenidas de semillas de S. formosissima expuestas a colchicina 

(0, 0.1, 0.2 y 0.3 %) durante 12, 24 y 48 horas y un segundo experimento con las mismas 

concentraciones y una reducción de 2, 4 y 8 en horas. Las semillas se cultivaron en medio 

Murashige y Skoog (MS) con sales minerales totales a 100 % con 30 g L-1 de sacarosa. Las 

variables evaluadas fueron viabilidad de las semillas y germinación a los 8 días después de la 

siembra (dds) y altura de plántulas obtenidas a los 90 dds. Con los datos obtenidos se efectuó 

un análisis de varianza (P ≥0.05) y una prueba de Tukey para la comparación de medias. En el 

primer experimento se presentó el menor porcentaje de germinación debido a la muerte de las 

semillas inmersas en colchicina, se obtuvo un 4.7 % de germinación en agua por 24 h y 28.6 % 

de germinación en 0.2 % de colchicina por 12 h. En el segundo experimento el porcentaje de 

germinación se redujo un 20 % de germinación en el tratamiento testigo, sin embargo, se 

incrementó la germinación (52.3 %) en 0.3 % de colchicina por 2 h. En ambos experimentos se 

obtuvieron plántulas con una reducción en tamaño significativamente menor en comparación 

con las plantas testigo. En condiciones de invernadero se sumergieron los bulbillos de plántulas 

de S. formosissima en colchicina en concentraciones de 0.1 y 0.2 % durante 6, 12, 24 y 48 h. La 

menor supervivencia 18.44 % se presentó en plántulas en los mayores tiempos de inmersión 48 

h. La colchicina aplicada, dependiente de la dosis, redujo la supervivencia y altura de plantas 

tratadas con colchicina 0.1 y 0.2 % durante 12 a 48 horas. Se obtuvieron diferencias estomaticas. 
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Para conocer si otros factores como la perdida de la acelerada de la viabilidad de la semilla de 

S. formosissima influía en la muerte de las semillas de manera independiente al uso de los 

agentes antimitoticos se realizaron pruebas de germinación y viabilidad mes a mes durante 

medio año. En el primer mes se presentó el mayor número de semillas viables (97 %) y el mayor 

porcentaje de germinación (95 %) comparadas con el mes seis en donde se obtuvo un bajo 

porcentaje de viabilidad (11 %) y de germinación (5 %). 

Palabras clave: Colchicina, semillas, bulbos, estomas, altura, in vitro, invernadero. 
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3.1 INTRODUCCIÓN 

Sprekelia formosissima Herbert. es una planta silvestre nativa de México que se extrae de su 

hábitat por la gran belleza en la simetría de sus flores rojas, no se propagan en vivero para su 

venta porque las variedades registradas en México son pocas, esto provoca una pérdida de 

genotipos. El desarrollo de nuevas variedades ornamentales por medio de poliploides inducidos, 

puede generar rasgos morfológicos deseables distintos a los que presentan las plantas silvestres 

y cultivadas (Manzoor et al., 2019). 

 

Los enfoques de mutagénesis más utilizados para generar cambios incluyen el uso de productos 

químicos, radiaciones ionizantes e inserción de ADN-T (Shu et al., 2012). Uno de los productos 

químicos más utilizados es la colchicina, alcaloide que se une a la tubulina y evita que los pares 

de cromosomas se separen y se muevan al polo opuesto, antes de la citocinesis. Esto da como 

resultado una célula con dos juegos cromosómicos, fenómeno conocido como poliploidía (Eng 

y Ho, 2019). Los compuestos químicos se han usado en diversos tipos de explantes, 

protocormos, callos, raíces y semillas, en cultivos in vitro y con menor frecuencia en sistemas 

ex vitro (Yang et al., 2015). 

 

Algunos de los cambios ocasionados por la ploidía se denominan efecto “giga”, porque 

aumentan el tamaño y el vigor de la planta, de sus flores y de sus estomas (Sattler et al., 2015). 

Algunas de estas características además de ser valiosas comercialmente en la industria de las 

plantas, se utilizan como parámetro en la medición de la duplicación cromosómica. 

 

La inducción de poliploidía in vitro se ha utilizado en numerosas especies. En plantas de 

Dendrobium nobile de 5 cm de altura sumergidas en colchicina al 0.1 % durante 96 h, se 

incrementó el número de tetraploides y con esto el tamaño de la flor y el ancho del labelo 

(Vichiato et al., 2014). En el caso de Lobularia marítima, se indujo el acortamiento de los 

entrenudos con el uso de colchicina al 0.2 % durante 12 horas (Huang et al., 2015). Semillas de 

Dendranthema indicum var. Aromaticum tratadas con 0.1 mg L-1 de colchicina durante 7 días 

produjeron tetraploides con mayor diámetro de la flor, así como del tamaño y grosor de las hojas 

(He, 2016). 
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La inducción de poliploidía ex vitro se ha usado en especies como el anturio, en donde se 

obtuvieron tetraploides y mixoploides sumergiendo en colchicina las raíces aéreas de la planta 

(Chen et al., 2011). Con la aplicación de agentes mutagénicos en ápices de Stevia rebaudiana 

se obtuvieron plantas mixoploides, triploide y tetraploides cuya biomasa y contenido de 

glucósidos aumentó (Rameshsing et al., 2015). Esta técnica también se ha utilizado en especies 

como petunia y portulaca (El-Nashar y Ammar, 2016).  

 

Es importante estandarizar los sistemas de inducción de poliploides para cada especie, ya que 

cuando la colchicina se usa en concentraciones altas puede inducir a la muerte celular. Se sabe 

que existe una relación inversa entre la concentración de colchicina y la supervivencia de las 

plantas (Sajjad et al., 2013). 

 

Cuando se experimenta con semillas, es necesario conocer su proceso de pérdida de viabilidad, 

tanto en condiciones naturales como una vez aplicados los tratamientos. Una de las pruebas más 

conocidas para evaluar y cuantificar la viabilidad de las semillas es la de cloruro de 2, 3, 5 

trifenil tetrazolio (TZ). En este proceso, los iones H+ liberados durante la respiración de los 

tejidos vivos, son transferidos por la enzima, deshidrogenasa del ácido málico, para reducir el 

TZ a un compuesto rojo estable, no difusible, llamado Trifenil Formazan; de esta forma, los 

tejidos vivos se tiñen y distinguen de los tejidos no viables, con muy baja o nula respiración 

(Moratinos et al., 2018). Mediante esta técnica, las semillas se clasifican en viables, no viables 

y potencialmente viables (Salinas et al., 2001).  

 

Con base en lo expuesto anteriormente, este estudio se llevó a cabo con el propósito de alcanzar 

los objetivos que se enumeran en el apartado siguiente. 

 

3.1.1 Objetivos  

 Establecer semillas de Sprekelia formosissima libres de contaminantes, in vitro. 

 Determinar la dosis de colchicina aplicada en semillas de Sprekelia formosissima 

cultivadas in vitro, y el tiempo de exposición más eficientes para inducir poliploides. 
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 Determinar la dosis de colchicina aplicada en plántulas de Sprekelia formosissima 

cultivadas in vivo, y el tiempo de exposición más eficientes para inducir poliploides. 

 Evaluar los niveles de ploídia de las plántulas originadas por los tratamientos aplicados, 

mediante técnicas estomáticas. 

 Cuantificar el efecto del tiempo de almacenamiento en la viabilidad de semillas de 

Sprekelia formosissima. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Esta investigación se llevó a cabo en la Facultad de Agrobiología “Presidente Juárez” de la 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, en Uruapan, Michoacán.  

 

3.2.1 Origen del material vegetal  

 

El material vegetal utilizado se colectó en San Ángel Zurumucapio, Michoacán, en junio del 

2019. Se seleccionaron al azar, plantas con frutos maduros de los cuales se colectaron las 

semillas, que se transportaron al laboratorio en bolsas de papel. 

 

3.2.2 Inducción de poliploidía in vitro 

 

Esta parte de la investigación se realizó en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales in vitro 

de la Facultad de Agrobiología. 

 

 3.2.2.1 Desinfección de semillas  

 

Se sumergieron 80 semillas de Sprekelia formosissima en una solución de Captan 500 ® (1 g L-

1) con 15 gotas de microdyn durante 15 min. Después, se desinfectaron submuestras de 20 

semillas con hipoclorito de sodio (6 % de ingrediente activo) al 20, 25, 30 y 35 %, durante 20 

minutos. Las soluciones de fungicida y desinfectante se mantuvieron en agitación constante para 

evitar que las semillas flotaran. En la campana de flujo laminar las semillas se enjuagaron tres 

veces con agua estéril y se secaron con sanitas estériles. Postreriormente, se retiró la testa de las 

semillas sin maltratar al embrión y se establecieron (Figura 1) en el medio Murashige y Skoog 

(MS) al 100 % , sin fitohormonas, con sacarosa (30 g L-1), mioinositol (100 mg L-1), tiamina 

(0.4 mg L-1) y agar (6 g L-1), el pH se ajustó a 5.7. 
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Figura 1. Establecimiento in vitro de Sprekelia formosissima. A) Desinfección de las semillas 

con hipoclorito de sodio. B) Eliminación de la testa. C y D) Siembra de semillas en 

medio Murashige y Skoog. 

 

Los cuatro tratamientos (10, 25, 30 y 35 % de hipoclorito de sodio) se establecieron en un diseño 

completamente al azar con cinco repeticiones, donde la unidad experimental fue un frasco con 

cuatro semillas. Quince días después de establecido el experimento se determinó el porcentaje 

de contaminación de las semillas en cada unidad experimental. Los datos se normalizaron 

mediante su transformación a raíz cuadrada del porcentaje de contaminación más uno, y se 

procesaron mediante un análisis de varianza con el procedimiento GLM; para las comparaciones 

de medias se utilizó la prueba de Tukey (a=0.05). El análisis estadístico se realizó con el 

programa SAS versión 9.0 (SAS Institute, 2002). 

 

En el laboratorio de fitopatología, se aislaron e identificaron los hongos contaminantes. Se 

utilizaron muestras de micelio de los frascos contaminados; las cuales se cultivaron en cajas 

Petri con 10 mL de medio papa dextrosa agar (PDA), a temperatura ambiente, durante una 

semana. El micelio purificado se colocó en portaobjetos con lactofenol, se observó en el 

microscopio compuesto y se identificó por medio de las claves de Barnett y Hunter (1998). 

 

 3.2.2.2 Exposición de semillas al agente antimitótico 

En un primer ensayo se desinfectaron 273 semillas de S. formosissima en Captán® (1 g L-1) con 

15 gotas de microdyn durante 15 min y después en hipoclorito de sodio (35 %) por 20 min. 

Después, las semillas se separaron en 13 submuestras (21 semillas por bolsa) y se trataron con 
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colchicina (0.1, 0.2 y 0.3 % p/v) o agua estéril durante 12, 24 y 48 h, se consideró un tratamiento 

control sin tratar.  

 

En un segundo ensayo (Figura 2), se trataron 273 nuevas semillas con las concentraciones de 

colchicina ya descritas y agua estéril durante 2, 4 y 8 h. Transcurrido el tiempo de cada 

tratamiento, a las semillas se les retiró la testa, se enjuagaron y se secaron antes de su siembra. 

El medio de cultivo fue el MS al 100 %.  

 

En ambos ensayos los cultivos se incubaron a 25 °C, con fotoperiodo de 16/8 h de luz y 

oscuridad, respectivamente; y radiación fotosintéticamente activa de 45 µE m-2 s-1, 

proporcionada por lámparas de luz fluorescente blanca de 75 W. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Semillas Sprekelia formosissima expuestas a colchicina. A) Semillas tratadas con 

diferentes dosis de colchicina. B) Eliminación de la testa antes de su cultivo. 

 

Se evaluaron 13 tratamientos, conformados por la combinación de cuatro dosis de colchicina 

con tres tiempos de exposición (arreglo factorial), más el tratamiento control; en un diseño 

experimental completamente al azar con siete repeticiones. La unidad experimental se 

constituyó de un frasco de cultivo. 

 

Ocho días después de la siembra (dds) se evaluó la viabilidad de las semillas y el porcentaje de 

germinación. Sesenta dds se determinó la altura de las plantas.  
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La viabilidad se determinó con cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio (TTZ) en una muestra de 

cinco semillas con cuatro repeticiones de S. formosissima de cada tratamiento. Las semillas se 

trataron con soluciones de sacarosa al 10 % durante un día; y tetrazolio al 1 % por 8 horas en 

baño maría a 40 °C. Posteriormente se efectuó un triple enjuague, se retiró la testa de las semillas 

y se observaron en microscopio con aumento de 40x. Finalmente, se determinó el porcentaje de 

germinación de cada unidad experimental. 

 

Los porcentajes de germinación se normalizaron mediante su transformación a raíz cuadrada 

del porcentaje de germinación más uno. A los datos se les realizó un análisis de varianza con el 

procedimiento GLM del programa SAS versión 9.0 (SAS Institute, 2002). Las comparaciones 

de medias se realizaron con la prueba de Tukey (a=0.05). 

 

3.2.3 Inducción de poliploidía in vivo 

 

Esta parte de la investigación se realizó en el invernadero de plantas ornamentales de la 

Facultad de Agrobiología 

 

 3.2.3.1 Germinación de semillas 

 

Se sembraron semillas en charolas de plástico tipo domo marca Reyma® de 22.6 cm de largo, 

16 de ancho y 5.9 de profundidad, llenas con turba Sphagnum esterilizado. Se establecieron 

1,000 semillas en cada una de las 10 charolas utilizadas. 

 

3.2.3.2 Exposición de plántulas al agente antimitótico 

 

En plántulas de S. formosissima de cuatro meses de edad y 15 cm de altura, se sumergieron sus 

raíces y bulbos (Figura 3) en soluciones de colchicina (0, 0.1 y 0.2 % p/v) durante 6, 12, 24 y 

48 h. Después, las plántulas se establecieron en charolas de germinación de 50 cavidades en 

turba Sphagnum húmedo. Se colocaron cuatro plántulas completas (con sus bulbos) por cavidad. 

Una vez establecidas, las plantas se regaron dos veces por semana (Figura 3).  
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Figura 3. Aspectos de la inducción de ploidía en plántulas de Sprekelia formosissima. A) 

Inmersión de raíces y bulbos en colchicina B) Cultivo de plántulas en turba Sphagnum. 

 

El experimento se llevó a cabo en invernadero, a temperatura promedio de 25 °C en el día y 13 

°C en la noche; humedad relativa de 60 % y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de oscuridad. Se 

evaluaron 12 tratamientos originados de la combinación de dos factores de variación (en un 

arreglo factorial): concentración de colchicina y tiempo de exposición, con cuatro y tres niveles, 

respectivamente; en un diseño completamente al azar con 50 repeticiones, donde la unidad 

experimental constó de una cavidad con 4 plántulas. Diez meses después de la aplicación de 

los tratamientos de colchicina, se determinó el porcentaje de supervivencia. Un año después del 

transplante, se determinó la altura de 10 plántulas seleccionadas al azar, con el uso de un 

vernier. 

 

Un año después de la aplicación de la colchicina, se seleccionaron al azar, tres plantas de cada 

tratamiento. De cada una de ellas se tomó una hoja al azar, para determinar el tamaño de los 

estomas del envés de la misma, una vez impresos éstos y colocados en portaobjetos. Para ello, 

se colocó el envés de las hojas durante algunos minutos sobre un portaobjetos con una gota de 

cianoacrilato (pegamento kola loka®). Así, de cada tratamiento se tomó la impresión de tres 

hojas seleccionadas al azar. De cada hoja se midieron 30 estomas con el programa Q-Capture 

Pro 7 Live Preview Nikon, en un microscopio Nikon Eclipse con aumento de 40x y campo 

visual del ocular de 4 mm2 y 1 mm2.  
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Los datos del ancho y largo de los estomas se sometieron a un análisis de varianza (P> 0.05) y 

una prueba de Tukey para la comparación de medias, con el programa SAS versión 9.0 

(Statistical Analysis System, 2002). En este caso, la unidad experimental fue un estoma. 

 

3.2.3.3 Germinación en semillas de Sprekelia formosissima almacenadas 

 

Una muestra de 600 semillas de Sprekelia formosissima fueron almacenadas a temperatura 

ambiente en sobres de papel con 100 semillas cada una. Mensualmente, se cultivaba un sobre in 

vitro, para evaluar su porcentaje de germinación. El medio de cultivo utilizado fue el Murashige 

y Skoog (1962) (MS), sin fitohormonas, con sacarosa (30 g L-1), mioinositol (100 mg L-1), 

tiamina (0.4 mg L-1) y agar (6 g L-1), con pH ajustado a 5.7 

 

Se utilizaron frascos de vidrio de 100 mL de capacidad con 20 mL de medio de cultivo 

esterilizado en autoclave durante 15 min a 1.2 kg cm-2 de presión y 121 ºC. Estos se incubaron 

a 25 °C, con fotoperiodo de 16/8 h de luz oscuridad, respectivamente, y radiación 

fotosintéticamente activa de 45 µE m-2 s-1 proporcionada por lámparas de luz fluorescente blanca 

de 75 W. 

 

Se evaluó el porcentaje de semillas germinadas, en unidades experimentales compuestas por un 

frasco con cinco semillas, en un diseño completamente al azar con 20 repeticiones. Se realizó 

un ANOVA y la prueba de medias con los mismos procedimientos y herramientas ya descritas 

en apartados anteriores. 

 

3.2.3.4 Determinación de la viabilidad en semillas de Sprekelia formosissima  

 

Se determinó la viabilidad inicial con la prueba de cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio, en una 

submuestra de 20 semillas provenientes de una muestra de 120 semillas S. formosissima 

conservadas a temperatura ambiente. La submuestra se trató con sacarosa (10 %) durante 1 día; 

y en una solución de tetrazolio (1 %) durante 8 h en baño maría, a 40 °C; posteriormente, se 

efectuó un triple enjuague, se retiró la testa de las semillas y se observaron en microscopio con 

aumento de 40x. 
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La viabilidad se determinó de manera individual (Figura 4) y se clasificó a las semillas de 

acuerdo con la coloración del embrión en viables, no viables y potencialmente viables, con base 

en lo establecido por Moratinos (2018). Esta prueba se efectuó mensualmente y en seis 

ocasiones para evaluar la pérdida de viabilidad de las semillas en el tiempo. También se evaluó 

el porcentaje de germinación, utilizando como unidad experimental un frasco con cinco 

semillas; en un diseño completamente al azar con 20 repeticiones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Semillas de Sprekelia formossisima sometidas a la prueba de 2, 3, 5 trifeniltetrazolio. 

v: viable, nv: no viable, pv: potencialmente viable. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Presencia de S. formosissima en los sitios de colecta de material vegetal 

 

En los sitios de colecta (Figura 5) se encontraron poblaciones de S. formosissima con densidades 

de individuos altas, aún en suelos rocosos. Aunque la especie presenta periodos de floración 

muy cortos, sus flores poseen gran variedad de caracteres morfológicos que pueden estar 

asociado con una diversidad genética y plasticidad fenotípica de la especie alta, lo que representa 

un gran potencial para seleccionar materiales con características agronómicas sobresalientes o 

la generaración de genotipos nuevos mediante procesos de mejoramiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sprekelia formosissima recolecta de campo: A) Brote; B) Flor madura; C) Flor con 

variación de color; D) Estructuras sexuales; E) Polinización; F) Fruto inmaduro; G) 

Fruto maduro; H) Semillas; I) Población de Sprekelia formosissima. 

 

La modalidad de floración de esta especie es llamada “big bang” o floración masiva, con una 

alta sincronización en la producción de flores a nivel individual y poblacional, así como periodos 

de floración anuales muy cortos (Gentry, 1974). 
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3.3.2 Inducción de poliploidía in vitro 

 

 3.3.2.1 Desinfección de semillas 

 

El hipoclorito de sodio influyó significativamente en la presencia de contaminantes en las 

semillas. Con 20 % del producto se observó la contaminacion mayor (80 %). Conforme se 

incrementó la dosis de cloro, la contaminación de las semillas disminuyó hasta alcanzar una 

asepsia total con 30 y 35 % de hipoclorito de sodio; sin embargo, es importante mencionar que 

los resultados obtenidos con las tres concentraciones máximas resultaron estadísticamente 

iguales (Figura 6). Esta contaminación de la semilla fue causada por el hongo Dichobotrys sp, 

cuyo micelio se caracteriza por ser blanco algodonoso, se originó junto a la semilla e invadió el 

frasco de cultivo a los 15 dds (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Contaminación en semillas de Sprekelia formosissima desinfestadas con diferentes 

concentraciones de hipoclorito de sodio comercial.  
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Figura 7. Contaminación de semillas de Sprekelia formosissima in vitro. A) semillas libres de 

agentes contaminantes. B) Estructuras del hongo Dichobotrys sp. c: conidia, m: micelio 

y cf: conidióforos. 

 

 3.3.2.2 Efectos de la aplicación de colchicina en semillas de S. formosissima 

 

Los datos obtenidos en ambos ensayos indican que las semillas de S. formosissima son muy 

sensibles al tiempo de inmersión y a la concentración de colchicina, pero que el efecto no es 

aditivo sino ínteractivo (Cuadro 1).  

 

Cuadro 1. Cuadrados medios de análisis de varianza realizados para evaluar el efecto de la 

dosis y tiempo de exposición a colchicina en la germinación in vitro de Sprekelia 

formosissima. 

Altamente significativo (**) ≤ P 0.05 

 

En el primer ensayo la totalidad de las semillas del tratamiento testigo germinaron, aunque este 

proceso no ocurrió en semillas sumergidas en agua o solución de colchicina, (Figura 8 A), el 

Fuente de variación Grados de libertad 

Germinación (%) 

Primer ensayo Segundo ensayo  

Tiempo de inmersión (T) 3 0.353** 0.163** 

Concentración (C) 3 0.008** 0.060** 

T*C 9 0.010** 0.049** 
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mayor porcentaje de semillas germinadas (28.6 %) se obtuvo con 0.2 % de colchicina y 12 horas 

de inmersión, sólo estadísticamente menor que el testigo, que tuvo 100% de germinación. 

 

En el segundo ensayo, la mayor germinación ocurrió (76 %) en semillas sin aplicación de 

colchicina y cuatro horas de inmersión y en colchicina 0.3 % de colchicina por dos horas de 

inmersión; que resultaron estadísticamente iguales al testigo (Figura 8 B). 

 

La disminución de la germinación de los testigos posiblemente esté relacionada con la pérdida 

de viabilidad que tienen las semillas de forma natural, pues entre el primero y el segundo ensayo 

hubo una diferencia de 30 d. La disminución del periodo de inmersión de uno a otro ensayo, 

también permitió detectar mayores diferencias entre los tratamientos evaluados (Figura 8 B). 

Con la pueba de tetrazolio se comprobó que el embrión de las semillas que no germinaron era 

inviable, lo que demuestra el valor de dicha técnica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Germinación de semillas de Sprekelia formosissima expuestas a colchicina. A) 12, 24 

y 48 h. B) 2, 4 y 8 h. 

 



 
 

 
33 

 

El tiempo de inmersión y la concentración de colchicina, solas o en interacción, también 

afectaron significativamente la altura de las plántulas en ambos ensayos (Cuadro 2).  

 

Cuadro 2. Cuadrados medios del análisis de varianza para el efecto de la exposición a colchicina 

en la altura de plántulas de Sprekelia formosissima.  

Significativo (*) y altamente significativo (**) ≤ P 0.05. 

 

En el primer ensayo, sólo se pudieron medir las plántulas del tratamiento con 0.2 % de colchicina 

y 12 horas de inmersión, que presentaron anormalidades y altura máxima menor a 1 cm, 

estadísticamente muy diferentes al control (Figura 9 y10 A). 

 

En el segundo ensayo, sobresalieron los tratamientos sin colchicina con 4 y 8 h de inmersión, y 

el de 0.3 % de colchicina con 2 h de inmersión, cuya altura fue de alrededor de 2 cm, 

estadísticamente iguales al resto de combinaciones, pero muy inferiores al tratamiento control, 

con alrededor de 9 cm de altura (Figura 9 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente de variación Grados de libertad 

Altura de plántulas (cm) 

Primer ensayo Segundo ensayo  

Tiempo de inmersión (T) 3 277.85** 157.76** 

Concentración (C) 3 49.45** 9.57* 

T*C 9 69.84** 7.51* 
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Figura 9. Altura de plántulas de Sprekelia formosissima generadas de semillas expuestas a 

colchicina. A) Primer ensayo. B) Segundo ensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Plántulas de Sprekelia formosissima. A) Plántula generada de una semilla expuesta 

a colchicina. B) Plántula generada a partir de una semilla no tratada.  
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3.3.3 Inducción de poliploidía in vivo 

 

 3.3.3.1 Germinación de semillas 

 

El 90 % de las semillas de S. formosissima germinaron de manera uniforme 8 dds (Figura 11). 

A los cuatro meses las plántulas obtuvieron de una a dos hojas de 2 mm de ancho con una altura 

de 15 cm y un bulbo de coloración café de 1 cm de longitud con 3 raíces aproximadamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Germinación de semillas de Sprekelia formosissima en invernadero. A) Semillas 

recién cosechadas. B) Plántulas cultivadas en charolas. 

 

 3.3.3.2 Efectos del agente antimitótico en las plántulas 

 

Un mes después de la aplicación de los tratamientos, las hojas se tornaron amarillas y se 

desprendieron de las plántulas (Figura 12A), en tanto que los microbulbos quedaron en latencia 

y originaron hojas nuevas siete meses después de haber sido trasplantados (Figura 12 B).  
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Figura 12. Plántulas de Sprekelia formosissima tratadas con colchicina. A) Amarillamiento y 

pérdida de hojas posterior a la aplicación de los tratamientos. B) Brotación de hojas en 

bulbos de plántulas tratadas, siete meses después del trasplante. 

 

La colchicina y el tiempo de inmersión afectaron significativamente la supervivencia y la altura 

de las plántulas (Cuadro 3).  

 

Cuadro 3. Cuadrados medios del análisis de varianza para el efecto de la exposición en 

colchicina en la supervivencia y altura de plántulas de Sprekelia formosissima. 

No significativo (ns), significativo (*) y altamente significativo (**) ≤ P 0.05. 

 

El porcentaje de supervivencia menor (18.44) se obtuvo en plántulas sumergidas 48 h, 

estadísticamente distintas a las que estuvieron inmersas por 12 y 24 h (>30%), pero iguales a las 

sumergidas sólo por 6 h (Figura 13 A). Por efecto de la colchicina, la supervivencia disminuyó 

significativamente 16.9 y 24.1 % con 0.1 y 0.2 % del agente antimitótico, respectivamente, con 

relación a las plantas no tratadas, que tuvieron 42 % de sobrevivencia (Figura 13 B).  

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 
Supervivencia (%) Altura (cm) 

Tiempo de inmersión (T) 3 6736.70* 11513.41** 

Concentración (C) 2 34100.654** 67562.01** 

T*C 6 1900.33ns 2004.98ns 
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Figura 13. Influencia de tiempo de inmersión y concentración de colchicina en plántulas de 

Sprekelia formosissima tratadas con colchicina. A y B) Supervivencia, C y D) Altura 

de plántulas.  

 

La inmersión por más de 12 h disminuyó 4 cm la altura de las plántulas (Figura 13 C), en tanto 

que con el agente antimitótico, éstas resultaron alrededor de 50 % más pequeñas (Figura 13 D). 

 

La concentración de colchicina, el tiempo de inmersión y la interacción entre ambas resultaron 

significativas en el ancho y largo de estomas (Cuadro 4).  
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Cuadro 4. Cuadrados medios del análisis de varianza para el efecto de la colchicina en el 

tamaño de estomas de Sprekelia formosissima. 

Fuente de variación Grados de libertad 
 Tamaño de estomas (µm) 

 Ancho Largo 

Tiempo de inmersión (T) 3  28.55** 78.56** 

Concentración (C) 2  59.99** 202.40** 

T*C 6  20.62** 112.45** 

** altamente significativo ≤ P 0.05.  

 

Las hojas de las plántulas tratadas con 0.2 % de colchicina durante 24 h tuvieron estomas de 

mayor tamaño, tanto de largo como de ancho, que las hojas de las plantas del resto de 

tratamientos (Figura 14 A y B). Los estomas de menor longitud se observaron en las plántulas 

tratadas con agua durante 12 h (Figura 14 A) y los menos angostos en hojas de plántulas tratadas 

con 0.2 % de colchicina por 24 h (Figura 14 B y Figura 15). Estos cambios morfológicos 

observados (Figura 16), estadísticamente significativos, indican que posiblemente haya habido 

modificaciones en el número cromosómico de las plántulas tratadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Estomas en hojas de plántulas de Sprekelia formosissima. A) Inmersas 6 h en agua 

y B) Con 0.2 % de colchicina por 24 h. 
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Figura 15. Estomas de Sprekelia formosissima. A) Tratamiento 6 h sin colchicina y B) 

Tratamiento de 24 h con 0.2 % de colchicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Plántulas de Sprekelia formosissima. A) Generada de una semilla tratada con 

colchicina al 0.2 % durante 12 h. B) Generada de una semilla no tratada.  

 

3.3.4 Determinación de la germinación de semillas almacenadas Sprekelia formosissima 

 

El periodo de almacenamiento influyó significativamente en el porcentaje de germinacion in 

vitro de semillas de S. formosissima; la germinación mayor ocurrió en semillas con un mes de 

almacenamiento (97 %). Conforme transcurrió el tiempo de almacenamiento, la germinación 

disminuyó hasta llegar al 11 % cinco meses después (Figura 17). 
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Figura 17. Efecto del periodo de almacenamiento en la germinación in vitro de semillas de 

Sprekelia formosissima. 

 

3.3.5 Determinación de la viabilidad en semillas almacenadas de Sprekelia formosissima  

 

Como en el caso anterior, y como era de esperarse, el tiempo de almacenamiento afectó la 

viabilidad de semillas de S. formosissima. Así, la viabilidad mayor (95 %) ocurrió en semillas 

con un mes de almacenamiento, Conforme transcurrió el tiempo, la viabilidad disminuyó hasta 

niveles menores del 30% dos meses después (Figura 18A).  

 

Como las semillas no viables son inversamente proporcionales a las viables, la respuesta 

observada fue completamente contraria, como era de esperar. En cuanto a las semillas 

potencialmente viables, las mayores proporciones se encontraron en los meses 2, 3 y 4 con más 

de 46 % (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Viabilidad de semillas de Sprekelia formosissima almacenadas después de la colecta. 

A) Semilla viables, B) Semillas no viables y C) Semillas potencialmente viables. 
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3.4 DISCUSIÓN 

Se obtuvieron semillas de S. formosissima in vitro libres de contaminantes. Al aumentar las 

concentraciones de hipoclorito de sodio disminuyó el porcentaje de contaminación. Esto es 

debido a que el hipoclorito de sodio en soluciones acuosas se disocia en tres diferentes formas 

dicloro (Cl2), ácido hipocloroso (HOCI) y ion hipoclorito (-OCl) (Fukuzaki, 2006). El ácido 

hipocloroso tiene la capacidad de penetrar la bicapa lipídica en la membrana plasmática por 

difusión pasiva, reacciona con los doble enlaces peptídicos C=C (Enlace amida) y daña al ADN; 

el ion hipoclorito aunque no puede difundirse a través de la membrana plasmática, ejerce una 

acción oxidante al exterior de la célula. Ambos son agentes oxidantes fuertes de acción 

germicida y de amplio espectro (Wu et al., 2011).  

 

En general, la inactivación de microbios por daño celular depende de la concentración de 

desinfectante (Do et al., 2012). A medida que se incrementa la concentración de hipoclorito de 

sodio, existe menor incidencia de contaminación (Han et al., 2016). En semillas de Burseras 

graveolens inmersas en hipoclorito de sodio al 75 %, encontrarón que no se presenta 

contaminación (Pinta et al., 2017). Se obtuvieron semillas in vitro de S. formosissima libres de 

contaminación cuando se desinfectaron con 30 y 35 % de hipoclorito de sodio, esto coincide 

con lo reportado por Soriano-Melgar et al., (2016) en semillas de papaya sin mucilago (Carica 

papaya L.), en donde obtuvieron semillas in vitro libres de contaminantes con 30 % de 

hipoclorito comercial.  

 

Las dosis bajas de hipoclorito de sodio no fueron efectivas en la desinfección de semillas de S. 

formosissima recolectadas en campo. Los desinfectantes afectan de manera diferente a los 

microorganismos (bacterias, hongos o virus) (Monsalve, 2018). Pinta et al., (2017) indica que 

el hipoclorito de sodio es eficaz en la mayoría de las bacterias patógenas, pero es imprevisible 

contra hongos y virus. esto podría explicar la contaminación causada por el hongo Dichobotrys 

sp.  
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Las semillas de S. formosissima son muy sensibles al tiempo de inmersión en agua y colchicina, 

Ceballos y López (2008) indican que cuando las semillas se sumergen de forma prolongada, 

mueren por asfixia, falta de aireación y por exósmosis (osmosis del interior hacia afuera de la 

célula a través de las paredes) de enzimas y nutrimentos. La muerte de las semillas expuestas a 

colchicina se debe al estrés y daño ocasionado al huso acromático de la célula (Heo et al., 2016).  

 

Un aspecto importante a considerar en los tiempos de inmersión de las semillas a colchicina es 

la impermeabilidad de algunas semillas por la presencia de cutinas, ligninas, quinonas y 

sustancias pécticas insolubles (Courtis, 2013). Aparentemente en semillas de S. formosissima la 

difusión de liquidos es rápida debido a la presencia de una cubierta membranosa muy fácil de 

penetrar por las soluciones antimitóticas y el agua. 

 

La supervivencia de las semillas de S. formosissima es similar a lo descrito por Ren et al. (2018), 

donde la concentración más alta y el tratamiento más largo de la exposición a colchicina 

ocasionó la mayor letalidad. En Dendranthema indicum var. aromaticum se observaron 

porcentajes de mortalidad del 76.33 % al exponer semillas en colchicina a dosis de 0.1, 0.2, 0.5, 

1 y 2 mg L -1 durante 12, 24 y 48 h, donde el mayor porcentaje de mortalidad se presentó en la 

dosis y tiempo más alto (2 mg L-1 48 h). Mientras que en Asparagus officinalis var. de Paoli se 

observaron porcentajes de mortalidad del 100 % al exponer semillas en colchicina a (0.35 %) 

durante 64 h, la mortalidad disminuyó a la mitad cuando se redujo el tiempo a 8 h y se obtuvieron 

los porcentajes de 40 y 36.67 % en los tiempos de 4 y 2 h respectivamente (Chen et al., 2020).  

 

Al reducir seis veces los tiempos de inmersión de las semillas de S. formosissima en colchicina, 

la supervivencia aumento un 26.9 % en promedio. Sin embargo, el porcentaje aún es bajo esto 

se puede explicar por la poca adaptabilidad de las semillas a tolerar largos tiempos de inmersión 

debido a que esta planta esta presente en lugares con poca disponibilidad de agua (Borys et al., 

1999). De manera que el exceso de agua genera una respuesta negativa al ocasionar estrés por 

la falta de oxígeno soluble y difusible en el agua (hipoxia e inoxia) (Thani et al., 2016). 

 

La pérdida del 24 % en la germinación de las semillas testigos enrtre el primer y el segundo 

ensayo, se puede deber a la rapidez con la que esta semilla pierde la viabilidad, esta perdida 
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puede deberse a la falta de integridad de las membranas celulares de las semillas, por 

disminución de fosfolípidos, carbohidratos y proteínas, lo que provoca que la estructura y 

funcionamiento de las semillas se modifique (Melo y Cuamatzi, 2008). 

 

El porcentaje de las semillas de S. formosissima supervivientes fue menor al 50 % en ambos 

experimentos. Es posible que las plantas obtenidas de las semillas supervivientes a la exposición 

a colchicina a (0. 0.1, 0.2 y 0.3 % p/v) por 12, 24 y 48 h y 2, 4 y 8 h sean mutantes. Leitão (2012) 

indica que la tasa de mutación más alta puede ser lograda a dosis letales que pueden causar 25 

a 50 % de letalidad (DL50). 

 

Las plantas obtenidas de las semillas in vitro de S. formossima tratadas con 0.2 % y 0.3 % por 

4 h y 2 h respectivamente, obtuvieron disminución en el tamaño de hojas, esto puede ser un 

indicativo indirecto de la obtención de plantas poliploides, en especies como Lobularia 

marituma la altura de las plantas tetraploides se redujo en promedio 30.2 % resultó 

significativamente menor a la altura de las plantas diploides (Huang et al., 2015), también es 

conocido en la inducción de poliploides la reducción de estructuras foliares como en 

Dendranthema indicum var. Aromaticum en donde las plantas obtuvieron reducción en el 

tamaño de las hojas en individuos tetraploides (38.64 cm) en comparación con las plantas 

diploides 47.85 cm (He et al., 2016). 

 

El desarrollo lento de plántulas obtenidas de semillas tratadas con diferentes concentraciones y 

tiempos de exposición se debe al efecto morfofisiologíco, ya que las células al tener mayor 

volumen nuclear consumen más energía y requieren más tiempo para la duplicación de ADN 

(Jadrná et al., 2010), por lo que las plántulas de S. formosissima no ha alcanzado su desarrollo 

final. 

 

La disminución del tamaño de las plántulas obtenidas de semillas que se sumergieron en agua 

durante 4 y 8 h se puede deber a que la inmersión prolongada ocasiona daños en las células en 

empalizadas, las cuales disminuyen su tamaño y generan espacios intercelulares en el mesófilo 

esponjoso y ocasiona una capa delgada en las células epidérmicas (Vanden y Goffinet, 2008).  
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S. formosissima es una especie xerófila que esta presente en los bosques tropicales caducifolios 

(Silva-Sáenz, 2017), estos ambientes se caracterizan por una estación seca muy marcada, 

seguida por un periodo de lluvias, la alta sincronización de la especie a los periodos de lluvia 

podría explicar la rápida germinación del 90 % de sus semillas a los 8 días después de su 

siembra. 

 

Algunas plantas presentan adaptaciones a los periodos de sequías, en S. formosissima las hojas 

se pierden de manera natural como parte de su ciclo anual, debido a la poca disponibilidad de 

agua. Sin embargo, en las plántulas tratadas con colchicina en invernadero obtuvieron perdida 

de sus hojas, esto se pudo deber a la inactivación en concentración de auxinas causada por la 

inhibición de mitosis (Mahure et al., 2010), esto provoco la muerte de las hojas y un aumento 

en el periodo de rebrotación.  

 

La menor supervivencia de los bulbillos (18 %) sometidos a inmersión de colchicina se encontró 

en 0.2 % de colchicina, resultados similares se observaron en bulbos de lilis (Lilium leichtlini 

var. Maximowiczii), con 0.2 % de colchicina, donde se encontró la menor supervivencia (66 %) 

y el mayor indice en producción de poliploides. La mortalidad a causa de los cambios 

provocados en el ADN de las células, puede ser un indicador importante para evaluar la 

eficiencia de inducción de la poliploidía después de sumerigir los bulbos en colchicina (Heo et 

al., 2016).  

 

Las plántulas supervivientes obtenidas de las semillas in vitro de S. formossima tratadas con 

colchicina al 0.1 % y 0.2 % por 12 h y 48 h fueron más pequeñas que las plantas testigo, 

resultados similares se obtuvieron en plántulas obtenidas de semillas de níspero (Eriobotrya 

japónica), tratados con colchicina (0.1 %, 0.3 % y 0.5 % p/v) y sembrados en un medio de 

cultivo Murashige y Skoog (1962), las plantas tetraploides obtuvieron una altura menor (54 cm) 

en comparación con las plantas diploides (72.8) (Blasco et al., 2015).  

 

Muchas de las especies que expuestas a colchicina han mostrado un aumento en el tamaño de 

los estomas, debido a esto se puede pensar que la medición de estomas es un parametro confiable 

en la primera selección de individuos poliploides (Xie et al., 2015). Se observó un incremento 



 
 

 
45 

 

en el largo (28.7 µm) y ancho (12.66 µm) de los estomas de las hojas de S. formosissima, 

resultado similares se obtuvieron en Lobularia marítima sumergidas a concentraciones de 0.05 

% (p/v) por 48 h, en donde el largo y el ancho de sus estomas de plantas identificadas como 

tetraploides fueron mayores (31.75 ± 1.68) (13.25 ± 1.20) en comparación con plantas diploides 

(15.75 ± 1.20) (7.75 ± 0.79) respectivamente (Huang et al., 2015). En Kalanchoe 

daigremontiana se observó un inremento en el largo y ancho de sus estomas en plántulas de 1 

cm expuestas a la concentración (0.025 % y 0.10 %) en los tiempos de exposición (24 y 48 h) 

(Salazar et al., 2018). 

 

A pesar que las plantas obtenidas de los experimentos presentarón cambios típicos de individuos 

poliploides, es necesario comprobar los niveles de ploidía por medio de técnicas como el 

“squash”. 

 

Las semillas de S. formosissima almacenadas, obtuvieron una rápida disminución en la 

germinación. Ceballos y López (2008), indican que a tempera ambiente las semillas continúan 

con los procesos de respiración e incrementan la tasa metabólica, dando lugar a la oxidación o 

destrucción de algunos lípidos, proteínas y enzimas, causa el deterioro de la semilla y hasta la 

muerte del embrión y afectan la germinación. La disminución de la viabilidad en semillas de S. 

formosissima a temperatura ambiente, se relaciona a sus altos contenidos de humedad, que la 

distingue como una semilla recalcitrante, estas semillas pierden su viabilidad cuando su 

contenido de humedad cae por debajo del 20 – 30 % (Pritchard, 2004). La viabilidad de las 

semillas depende de las condiciones de almacenado y de factores como la temperatura, la 

humedad, la presión de oxígeno y organismos como bacterias, hongos, insectos y roedores 

(Gallo et al., 2006). 
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3.5 CONCLUSIONES 

Se lograron establecer semillas de S. formosissima in vitro libres de contaminantes, las mejores 

dosis fueron 30 y 35 % de hipoclorito de sodio. 

 

Con 0.3 % de colchicina durante 2 h de exposición y con 0.2 % del antimitótico por 24 horas se 

obtuvieron los mayores cambios asociados con poliploidía in vitro e in vivo, en S. formosissima.  

 

Los principales cambios morfológicos observados en las plantas fueron la disminución de la 

altura de las plantas tratadas in vitro e in vivo, así como el incremento en el tamaño de los 

estomas.  

 

Ambas características están relacionadas con cambios asociados a la ploidia de las plantas, pero 

es necesario un estudio citométrico que lo confirme.  

 

La sensibilidad de las semillas al medio acuoso indica que la técnica in vitro podría mejorarse 

disminuyendo el periodo de inmersión.  

 

La supervivencia de las plántulas fue menor In vitro que in vivo, pero en ambos casos, se 

detectaron variaciones morfológicas.  

 

Las semillas de S. formosissima pierden más del 50 % de su viabilidad a partir del tercer mes 

de almacenamiento, por ello, es importante desarrollar un protocolo de almacenamiento de 

semillas de esta especie para aumentar su periodo de viabilidad. 
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CAPÍTULO IV 

VI. Soluciones nutritivas y citocininas en el desarrollo de plantas de S. formosissima 

RESUMEN 

S. formosissima es una planta silvestre que se extrae de su hábitat para su cultivo en macetas, se 

desconocen técnicas de reproducción y manejo de soluciones nutritivas para su optimo 

desarrollo. En un primer experimento se evaluó la respuesta de plantas adultas de S. 

formosissima a diferentes concentraciones de solucion nutritiva Steiner (0, 25, 50, 75 y 100 %) 

en combinacion con TDZ (0, 0.25 y 0.5 mL-1). Tres meses después de la primera aplicación se 

realizó una medición del indice de verdor (Lectura SPAD) y la medición del ancho de las hojas 

(mm). En un segundo experimento se evaluó el efecto del TDZ en tipos de cortes de bulbos de 

S. formosisima, en condiciones de invernadero. Las variables evaluadas a los cuatro meses 

fueron el número de brotes, número de hojas, diámetro de bulbo y tamaño de raíz. Con los datos 

obtenidos se efectuó un análisis de varianza (P ≥0.05) y una prueba de Tukey para la 

comparación de medias. Para el primer experimento el tratamiento con la mayor intensidad de 

verdor se encontró con la concentración de 100 % de solución Steiner en combinación de 0.25 

mg L-1 de TDZ. Las hojas más anchas se desarrollaron con la concentración de solución Steiner 

al 75 % con 0.5 mg L-1 de TDZ. Para el segundo experimento el mayor número de brotes se 

generaron con el tipo de corte longitudinal-transversal con la concentración 0.25 mg L-1 de TDZ. 

Para el número de hojas y tamaño de raíces se encontraron diferencias significaticas en el 

número de hojas cuando se aplicó 0.25 mg L-1 de TDZ  

Palabras clave: Solución Steiner, TDZ, cortes bulbos, invernadero. 
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4.1 INTRODUCCIÓN 

Sprekelia formosissima cuenta con un órgano subterráneo formado por un bulbo escamoso 

constituido por hojas modificadas que se agrupan en torno a un disco basal (Ortega-Blu et al., 

2006). Este bulbo sirve para el almacen de agua, reservas, hormonas y nutrimentos (Kamenetsky 

y Okubo, 2013).  

 

El tamaño de los bulbos se relaciona directamente con el rendimiento de la planta y la floración 

(Vallejo et al., 2017). Además, Rodriguez-Mendoza et al. (2011), mencionan que las reservas 

nutrimentales con las que cuentan las plantas bulbosas, no son suficientes para garantizar la 

calidad de los tallos florales, ya que la calidad de la flor aumenta con la aplicación de soluciones 

nutritivas. 

 

Numerosas soluciones nutritivas han sido formuladas para hacer crecer plantas en cultivo sin 

suelo, y su composición química varía ampliamente, Steiner estableció el concepto de relación 

mutua entre los aniones y entre los cationes, y elaboró una solución nutritiva universal (Moreno 

et al., 2015). De acuerdo con Steiner (1984), de los 17 nutrimentos reconocidos como esenciales 

para las plantas, generalmente el productor de plántulas aplica una solución nutritiva que 

contiene 12 nutrimentos N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn, Mn, B y Mo (Parra-Terraza, 2016). El 

N es un elemento primario en las plantas, componente del DNA, RNA, proteínas, enzimas, 

clorofila, ATP, auxinas y citoquininas (Hawkesford et al., 2012). El P y K se trasladan del bulbo 

hacia la parte aérea para iniciar el crecimiento del cultivo aumentar su área fotosintética (Ortega-

Blu et al., 2006).  El crecimiento de las plantas también se puede regular con fitohormonas, 

como el tidiazuron (TDZ) (N-phenyl-N′-1,2,3- thiadiazol-5-ylurea), producto químico que ha 

demostrado alta actividad como citocinina (Pai y Desai, 2018). La aplicación de soluciones 

nutritivas (SN) tiene que ser acorde a las necesidades de cada especie (Wang et al., 2015), 

debido a esto, es importante conocer la concentración de Solución Steiner para S.  formosissima. 

 

El TDZ está vinculado a la división celular, crecimiento de las plantas, formación de yemas 

adventicias, contenido de clorofila a través de la diferenciación de cloroplastos y por 

consiguiente la capacidad fotosintética y la inducción de brotes (Ángeles- Espino et al., 2012). 
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Otra manera de inducir brotes en plantas bulbosas es por activación del mecanismo hormonal 

provoca por heridas en la parte basal de las bulbosas, para inducir la reacción de las yemas 

axilares (Rodriguez, 2016). 

 

Con base en lo expuesto, puede suponerse que con el uso de SN, TDZ e incisión de los bulbos 

de plantas adultas de S. formosissima se pueden generar avances importantes en el manejo 

agronómico de la especie y su reproducción asexual, que de manera natural es muy lenta. Por, 

ello, los objetivos de esta investigación fueron: 

4.1.1 Objetivo General 

 

Desarrollar tecnología para el cultivo y propagación asexual de S. formosissima. 

 

4.1.2 Objetivos específicos 

 Determinar la proporción más adecuada de la solución nutritiva de Steiner, para el 

desarrollo y cultivo de S. formosissima. 

 Encontrar la dosis óptima de TDZ para la propagación de S. formosissima. 

 Identificar el tipo de corte del bulbo asociado con la mejor respuesta en la propagación 

asexual de S. formosissima. 
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1 Influencia de la solución nutritiva y el tidiazuron en el desarrollo de Sprekelia 

formosissima 

 

Bulbos de plantas adultas de S. formosissima se colocaron en macetas de plástico de 3.92 L de 

capacidad con suelo andosol (topure).  

 

Se aplicaron 12 tratamientos, resultantes de la combinación de cuatro niveles de la SN de Steiner 

(0, 50, 75 y 100 % de su concentración de sales) con tres de TDZ (0, 0.25 y 0.5 mL-1), en un 

arreglo factorial establecido en un diseño completamente al azar con cuatro repeticiones, donde 

la unidad experimental fue una planta. Como fuente de TDZ se usó Revent 500® (42 % de 

ingrediente activo). Las soluciones nutritivas se prepararon a partir de fertilizantes comerciales 

(Cuadro 5). 

 

Cuadro 5. Fertilizantes comerciales utilizadoss para preparar la solución nutritiva de Steiner. 

 

Fertilizante 

comercial 

(g 20 L de agua) 

Proporción de la solución nutritiva de 

Steiner (%) 

50 75 100 

Nitrato de calcio 10.6 15.9        21.2 

Nitrato de potasio 3.0 4.5 6.0 

Sulfato de potasio 2.6 3.9 5.2 

Sulfato de magnesio 4.9 7.3 9.8 

Fosfato de potasio 1.2 3.6 4.8 

Quelatos 0.2 0.2 0.2 

 

Las plantas se regaron con 300 mL de solución nutritiva una vez por semana. El TDZ se aplicó 

disuelto en la misma cantidad de agua (300 mL), en tres ocasiones), a intervalos de tiempo 

semanales. Durante el desarrollo del experimento, la temperatura y humedad relativa promedio 

en el invernadero fue de 30 ℃ y 23 %, respectivamente. 
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Se evaluaron el índice de verdor y el ancho de la hoja.  El índice de verdor se cuantificó con un 

Spad Minolta 502, 13 semanas después de establecido el experimento, en cinco hojas tomadas 

al azar, en las cuales se realizaron tres lecturas de cada una. Tres meses después se evalúo el 

ancho de hojas (mm) con un vernier digital, en la parte media de la misma, en 10 hojas tomadas 

al azar. 

 

4.2.2 Efecto del tidiazuron en tipos de cortes de bulbos de Sprekelia formosissima en 

invernadero  

 

A 32 plantas de S. formosissima se le cortaron las hojas y raíces, se desprendieron las catafilas 

externas de coloración café y se realizó un enjuage con agua. Se evaluaron ocho tratamientos 

conformados por cuatro tipos de corte (bulbo completo, corte transversal, corte longitudinal y 

corte transversal-longitudinal) y dos niveles (0 y 0.25 mg L -1) de tidiazuron (Figura 19), en un 

diseño completamente al azar con cuatro repeticiones, donde la unidad experimental fue un 

bulbo. Los bulbos seccionados se colocaron en macetas de cuatro pulgadas, en sustrato 

compuesto de corteza de pino, perlita y peat moss en proporciones 3:1:1 respectivamente. Una 

vez por semana la mitad de los bulbos (16) se regaron con agua corriente y la otra mitad se regó 

con 0.25 mg L-1 de TDZ.  Cuatro meses después de establecido el experimento se contó el 

número de brotes y hojas, con un vernier se midió el diámetro de los nuevos bulbos y el tamaño 

de raíz. 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Manejo de bulbos de Sprekelia formosissima para su propagación asexual. A) Corte 

de bulbos B) Forma de cortes 1) bulbos completos 2) corte transversal 3) corte 

longitudinal y 4) corte longitudinal-transversal. 
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4.2.3 Análisis estadístico 

 

Con los datos obtenidos de las variables de respuesta se realizó un análisis de varianzay la prueba 

de Tukey para las comparaciones de medias entre tratamientos, con el programa estadístico SAS 

versión 9.0 (Stadistical Analysis System, 2002). 
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4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Efecto de la solución nutritiva y tidiazuron sobre el desarrollo de plantas de Sprekelia 

formosissima 

 

La interacción solución Steiner por TDZ resultó significativa en el índice de verdor (Lectura 

SPAD), en tanto que la proporción de la solución Steiner y el nivel de TDZ sólos o combinados 

también fueron significativos en el ancho de las hojas (Cuadro 6). 

 

Cuadro 6. Cuadrados medios del análisis de varianza para el efecto de la solución Steiner y 

TDZ en el verdor y ancho de hojas de Sprekelia formosissima. 

Fuente de variación Grados de 

libertad 

Hojas Sprekelia formosissima 

Índice de verdor 

(Lectura SPAD) 

Ancho 

Solución nutritiva (SN) 3 248.10 ns 21.82* 

Tidiazuron (TDZ) 2 831.59 ns 99.46** 

SN*TDZ 6 848.07* 34.22** 

No significativo (ns), significativo (*) y altamente significativo (**) ≤ P 0.05 

 

En el verdor de las hojas, sólo se detectaron diferencias significativas entre lasplantas tratadas 

con el 100% de la SN y 0.25 mg L-1 de TDZ (50 % más verdes), y a las que se les aplicó 75 % 

de SN y 0.25 mg L-1 de TDZ (Figura 20 A).  
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Figura 20. Efecto de la solución Steiner y TDZ. A) Verdor (Lectura SPAD). B) Ancho de 

hojas en plantas de Sprekelia formosissima. 

 

En el ancho de hoja, por su parte, las plantas con SN al 75 % y 0.5 mg L-1 tuvieron hojas más 

anchas (17.4 mm); en cambio (Figura 20 B), las que fueron tratadas sin SN y 0.25 mg L-1 de 

TDZ, presentaron las hojas más angostas (13.6 mm). 
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4.3.2 Efecto del tidiazuron en tipos de cortes de bulbos de Sprekelia formosissima en 

invernadero 

 

La concentración de TDZ y el tipo de corte sólo afectaron significativamente el número de 

brotes y hojas. El tamaño de la raíz únicamente fue afectado por la concentracion de TDZ 

(Cuadro 7). 

 

Cuadro 7. Cuadrados medios del análisis de varianza para el tipo de corte y la dosis de TDZ 

en cuatro variables de desarrollo en Sprekelia formosissima. 

No significativo (ns), significativo (*) y altamente significativo (**) ≤ P 0.05. 

 

El tipo de corte longitudinal-transversal obtuvieron el mayor número de brotes, en promedio los 

bulbos iniciales generaron 6.9 bulbos nuevos. Los bulbos enteros que no generaron brotes 

nuevos y el número de brotes incremento a 4.5 cuando se aplico 0.25 mg L-1 de TDZ en 

comparación con el testigo. Los bulbos que no contenían parte del disco basal no generaron 

bulbos (Figura 21). El diámetro de los nuevos bulbos en promedio fue de 5.7 mm, sin embargo, 

la comparación de medias mostró que todos los tratamientos para el diámetro de bulbos fueron 

estadísticamente iguales. 

 

 

 

 

Fuente de variación 

Grados 

de 

libertad 

Número 

de brotes 

Diámetro de 

nuevos 

bulbos 

Número 

de hojas 

Tamaño 

raíz 

Concentración de 

TDZ 
1 34.03* 20.84 ns 91.12** 16016.92* 

Corte 3 124.36** 72.88 ns 220.70* 1111.40 ns 

Concentación*Corte 3 11.86 ns 41 ns 12.87 ns 340.88 ns 
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Figura 21. Efecto en el número de brotes de Sprekelia formosissima A) Tipo de corte y B) 

Concentración de TDZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Sprekelia formosissima. A-D) Diferentes tipos de cortes sin TDZ. E-H) Diferentes 

tipos de cortes con TDZ. bi: bulbo inicial, hbi: hoja bulbo inicial, si: sección inicial, 

hsi: hoja sección inicial, bn: bulbo nuevo, hbn: hoja bulbo nuevo, db: disco basal, mpb: 

mayor producción de bulbos. 
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La sección longitudinal y la sección transversal de los bulbos obtuvieron el mayor número de 

hojas, en promedio generaron 10 hojas (Figura 23 A) y con la aplicación de 0.25 mg L-1 de TDZ 

presentan tres hojas más en comparación con el testigo (Figura 23 B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Número de hojas en secciones de bulbo de Sprekelia formosissima. A) Efecto del 

tipo de corte y B) Efecto de la dosis de TDZ.  

 

El factor concentración de TDZ influyó en el tamaño de raíces de S. formosissima. Con la 

aplicación de 0.25 mg L-1 de TDZ las raíces fueron 44 mm más pequeñas que cuando solo se 

aplicó agua (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efecto del TDZ en el tamaño de raíz de Sprekelia formosissima. 
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4.4 DISCUSIÓN 

Las lecturas del índice de verdor con el SPAD 502 más altas (74 Lecturas SPAD) se obtuvieron 

en las plantas tratadas con SN al 100 % y 25 mg L-1 de TDZ. Resultados similares se observa 

en plántulas de tomate, regadas con 100 % de SN en donde la lectura SPAD a los 70 días fue 

mayor (53.80 Lecturas SPAD) comparada con el testigo (36.77 Lecturas SPAD) (Cruz-Crespo 

et al., 2012). Esto se debe a que el nitrógeno es uno de los componentes principales del sistema 

fotosintetico en la clorofila, además se requieren altas cantidades de N para aumentar la enzima 

ribulosa 1, 5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) y fosfoenolpiruvato carboxilasa 

(Combatt et al., 2018).  

 

Las citocininas tienen actividad fotosintética sobre la RUBISCO (Vlčková et al., 2006) y la 

división celular (Raspor et al., 2012), esto puede explicar el mayor desarrolló de las hojas con 

0.25 de TDZ. La solución nutritiva a una concentración de 75 % fue la mejor para desarrollar 

hojas más anchas, estas concentraciones también incrementaron el crecimiento y una mayor 

concentración nutrimental de nitrógeno, calcio y magnesio en tejido foliar de chile serrano 

(Cruz-Crespo et al., 2014). 

 

El mejor tipo de corte para obtener brotes de S. formosissima fue el longitudinal-transversal que 

generó 6.9 bulbillos nuevos. Padilla-Sánchez et al., (2016) obtuvieron 7.4 bulbillos, con el tipo 

de corte longitudinal-transversal en mayito (Zephyranthes fosteri), los cortes estimulan la 

activación de las yemas localizadas en la base de la escama por medio de un mecanismo 

hormonal.  

 

La concentración 0.25 mg L-1 de TDZ resulto ser la más efectiva para la formación de callo en 

hojas jóvenes de Toona ciliata, sembradas en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) 

adicionado con TDZ (0, 0.10, 0.25, 0.50 and 1.0) (Daquinta et al., 2005). En explantes de 

Phaseolus vulgaris L, sembrados en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) se formaron 

2.5 yemas múltiples cuando se utilizo la concentración de 0.2 mg L-1 TDZ (García et al., 2008). 

En escamas de bulbo de Hymenocallis littoralis en medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) 

adicionado con 2iP, TDZ y Zeatina en concentración de (2.25, 4.50, 9.00, 13.50, 18.00 y 22.50 
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µM), no se encontraron diferencias significativas para la multiplicación de brotes, esto puede 

ser porqué las concentraciones de citocininas no fueron suficientemente altas como para 

estimular la multiplicación (Yew et al., 2010). 

 

En S. formosissima cultivada in vitro probaron la respuesta de 20 µM de la citoquinina BA en 

combinación con la 2 µM de la auxina IBA generando 75 brotes (Cázarez et al., 2010). Esta 

respuesta hormonal puede estar relacionada con la sinergia que ocurre en la combinación de una 

auxina con la citoquinina para la proliferación de brotes (Chengalrayan et al., 2005). Las 

citocininas son consideradas importantes reguladores de crecimiento en el cultivo de meristemos 

y su efecto estimulatorio en formación de órganos de almacenaje, aumento en el tamaño de 

bulbos y de masa fresca (Mujica y Mogollón, 2004).  

 

Los bulbos enteros y las secciones superiores de los bulbos que no contenían parte del disco 

basal no generaron bulbos nuevos, similar a lo encontrado en bulbos de mancuernilla 

(Hippeastrum hybridum Hort.) en donde la forma de corte del bulbo en sección basal, corte de 

sección basal y bulbo completo, no generaron nuevos bulbillos, debido a que la yema del centro 

no fue dañada (Andrade-Rodríguez et al., 2015). Esta yema apical puede inhibir el transporte 

polar de la auxina endógena en las yemas laterales la cual es indispensable para su crecimiento 

(Jamil et al., 2014). 

 

En bulbos de S. formosissima cultivados in vitro observaron que los explantes que no contenían 

una porción de disco basal solo se hincharon y no desarrollaron brotes (Cázarez et al., 2010). El 

tipo de corte no influyó en el diámetro de los bulbillos nuevos, que en promedio midieron 0.57 

cm. En Hippeastrum brachyandrus, el corte longitudinal generó bulbillos de 0.87 cm de 

diametro. El tamaño de los nuevos bulbos generados a partir de el corte de un bulbo madre está 

relacionada al tamaño promedio habitual de los bulbos maduros propios de cada especie 

(Orlando et al., 2018). 

 

En S. formosissima la mejor respuesta en la generación de hojas fue en el tipo de corte 

longitudinal-transversal, los resultados indican que a mayor número de bulbillos nuevos, es 

mayor la generación de hojas, resultados similares se obtuvieron en Hippeastrum striatum y 
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Habranthus brachyandrus en donde el numero de hojas varió según el tipo de corte, los bulbos 

completos no produjeron hojas, H. striatum generó entre 0 y 5 hojas y en H. brachyandrus se 

generó entre 0 y 3 hojas (Orlando et al., 2018). En Zephyranthes fosteri el numero de hojas varió 

según el tipo de corte, los bulbos completos obtuvieron el menor numero (0.14 hojas) y el mayor 

numero de hojas (1.70) se presento en el tipo de corte longitudinal-transversal (Padilla et al., 

2016). Andrade-Rodríguez et al., (2015) indica que la formación de nuevos bulbos conlleva a 

la generación de nuevas estructuras que permitan el crecimiento independiente de cada bulbo 

formado.  

 

El tamaño de la raíz fue menor con la aplicación de TDZ, esto se puede deber a que las 

citocininas puedan modificar el metabolismo de la actividad enzimática o de un receptor 

reduciendo la actividad de las auxinas (Javed et al., 2013). El tamaño de las raíces podría estar 

relacionado con las reservas almacenada en las secciones de bulbos, las raíces más pequeñas se 

encontraron en secciones de bulbos con un mayor numero de brotes con hojas (Padilla-Sánchez 

et al., 2016). 
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4.5 CONCLUSIONES 

La SN al 100 % con 0.25 mg L-1 de TDZ es la mejor concentracion para incrementar el verdor 

en las hojas de S. formosissima, el ancho de las hojas se aumentar con la SN al 75 % con 0.5 mg 

L-1.  

Cuando se aplica 0.25 mg L-1 de TDZ en cortes longitudinal-transversal se obtiene el mayor 

numero de bulbos, para el mayor número de hojas se obtuvo con el tipo de corte longitudinal y 

en el transversal. Sprekelia formosissima mostró un aumento en la cantidad de hojas y una 

disminución en el tamaño de raíz cuando se aplicó 0.25 mg L-1 de TDZ. 

 

S. formosissima se puede reproducir de forma vegetativa al efectuar cortes en los bulbos, la 

obtención del protocolo de reproducción de esta especie es importante paragenerar protocolos 

de inducción de poliploidía. 
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CAPÍTULO V 

V. DISCUSIÓN GENERAL 

La industria de la floricultura constantemente requiere variedades nuevas que cubra la demanda 

de productos novedosos. Estas variedades se desarrollan a partir de germoplasma nativo y puede 

ser por medio de protocolos de inducción de mutantes. Por sus atractivas características 

morfologicas S. formosissima es una especie muy codiciada por coleccionistas en México y en 

varias partes del mundo, extracción ilegal pone en riesgo a las poblaciones de la especie. El 

desarrollo de una variedad de S. formosissima disponible en el mercado podría disminuir las 

colectas ilegales. Cuando se induce poliploidía a especies silvestres lo primero que se debe 

conocer son los aspectos de la reproducción, en el caso de S. formosissima la información es 

muy escasa. Para la inducción de poliploidía en S. formosissima in vitro primero fue necesario 

el desarrollo de un protocolo de desinfección de las semillas para inducir la poliploidía en 

condiciones de laboratorio. 

 

Desinfección de semillas de Sprekelia formosisisma  

 

Las sustancias más utilizadas para disminuir la contaminación en el cultivo in vitro son el 

hipoclorito de sodio, el hipoclorito de calcio, el cloruro de mercurio, el alcohol al 70 % y el 

peróxido de hidrógeno. La selección del tipo de desinfectante depende del tipo de tejido vegetal 

(Brenes-Madriz et al., 2014). En nuestro estudio se eligio hipoclorito de sodio al 30 y 35 %, esta 

sustancia ya ha sido muy utilizda para la desinfección in vitro en diferentes especies de semillas 

de amaryllidaceas como Zephyranthes spp (Müller et al., 2017) y Rhodophiala bífida (Maritano 

et al., 2008). 

 

Inducción de poliploidía  

 

La generación de variedades podría lograrse en tiempo corto por medio del uso de colchicina, 

estos sistemas dependen de las técnicas de propagación de las especies que consiste en sistemas 

in vitro e in vivo (Eng y Ho 2019). Al exponer semillas y plantúlas de S. formosissima a 

colchicina se observaron diferencias morfológicas, además las plantas obtenidas fueron de 
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tamaño menor que las plantas sin exponer a experimentos con colchicina in vitro e in vivo, estas 

ultimás también presentaron variaciones en tamaños de los estomas, esta característica puede 

aumentar la eficiencia de la fotosíntesis dando como resultado una compatibilidad innata con 

los factores ambientales (Liu et al., 2011). Los cambios morfológicos se presentaron en 

plántulas muy jóvenes, esto no permitio hacer una selección de individuos con características 

con potencial ornamental. 

 

Los mejores resultados para la inducción de poliploidía tanto in vitro como in vivo se obtuvieron 

en las dosis de colchicina y tiempos de inmersión más altos (0.3 % 2h) y (0.2 % 24 h) 

respectivamente, estos resultados se pueden deber a la poca afinidad de la colchicina con las 

tubulinas de las plantas (Dhooghe et al., 2011). Las altas concentraciones y mayores tiempos de 

inmersión de semillas y plantulás, disminuyeron la viabilidad y supervivencia tanto de las 

plántulas cultivadas in vitro e in vivo (Nasirvand, 2018). Las plantúlas sometidas a tratamientos 

in vivo obtuvieron mayor supervivencia (27 %) comparada con la supervivencia de los 

experimentos in vitro (14.6 %).  

 

Los resultados indican que los bulbos de S. formosissima tienen una mayor resistencia a la 

aplicación de los agentes antimitoticos en comparación con las semillas. Por otra parte, la 

aplicación de colchicina en semillas ofrece la ventaja de que puede realizarse en un espacio 

reducido y con poca cantidad de colchicina (Omran y Mohammad, 2008). Al induccir la 

poliploidía durante el desarrollo embrionario, cuando las células se encuentran en división se 

incrementa la probabilidad de generar poliploides, debido al cambio de las frecuencias alélicas 

(Rauf et al., 2006) y al acortamiento en los cromosomas producidos por la colchicina (Omran y 

Mohammad 2008). 

 

Solución nutritiva y TDZ en el desarrollo de Sprekelia formosissima  

 

El rendimiento de S. formosissima se favorecio con la aplicación de solución nutritiva y TDZ. 

El incremento en el verdor y el ancho de hojas se observó con la aplicación de solución nutritiva 

al 100 % de su concentración de sales y con una aplicación de 0.25 y 0.5 mg L-1 de TDZ, la 

información obtenida  sobre el manejo agronomico de S. formosissima es valiosas para su 
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producción comercial, otras geofitas de interés agronomico como Gladiolus x grandiflorus Hort 

(Gómez-Pérez et al., 2018), Tulipán (Ramírez et al., 2010), Hippeastrum (Ruamrungsri y 

Inkham, 2016) requieren de la aplicación de nutrimentos para incrementar el rendimiento, en 

algunas otras bulbosas la apliación de reguladores de crecimiento también mejora su 

rendimiento como en Lilium sp. (Chanamé et al., 2016) y Dahalia variabilis (Malik et al., 2017). 

 

La reproducción asexual de S. formosissima al igual que en otras bulbosas Narcissus tazetta 

(Khalafalla et al., 2019), Sternbergia lutea (Nazari, 2019) y Hippeastrum x johnsonii (Kharrazi 

et al., 2017) se puede obtener en poco tiempo, al generar bulbos a partir de la planta madre por 

medio de cortes.  
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CAPÍTULO VI 

VI. CONCLUSIÓN GENERAL 

De acuerdo a la hipotesis y objetivos planeados se concluye lo siguiente: 

Se logró establecer semillas in vitro de S. formosissima libres de contaminación con 

concentraciones de 30 y 35 % de hipoclorito de sodio, a pesar de que se obtuvieron semillas sin 

contaminacion se recomienda buscar otros agentes químicos que optimice la desinfección de las 

semillas. 

 

La dosis 0.3 % de colchicina durante 2 horas para semillas in vitro y 0.2 % de colchicina durante 

24 in vivo fue efectiva para producir cambios morfológicos en plántulas. Se recomienda 

establecer experimentos con un rango más bajo de inmersión (0 a 4 h). 

 

La poliploidía en este trabajo se midio de manera indirecta por medio de la altura de las plantas, 

supervivencia y tamaño de estomás, sin embargo, hace falta un estudio de conteo de 

cromosomas para determinar con exactitud en que sistema se obtiene la mayor cantidad de 

individuos poliploides.  

 

El crecimiento de S. formosissima con la aplicación de soluciones nutritivas y hormonas, así 

como la producción de bulbillos por medio del tipo de corte transversal-longitudinal con la 

aplicación de 0.25 mg L-1 de TDZ. Se recomienda seguir trabajando con la aplicación de 

hormonas y la combinación de estas para determinar cual es la mejor. 
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VIII. APENDICE 

CAPITÚLO III 

Cuadro 1A. Análisis de varianza para evaluar el efecto de la concentración de hipoclorito 

de sodio en la desinfección de semillas de Sprekelia formosissima germinadas in vitro. 

R2 0.75, C.V. = 7.77 

 

Cuadro 2A. Análisis de varianza para evaluar el efecto de la dosis y tiempo (12, 24 y 48 h) de 

exposición en la germinación de Sprekelia formosissima germinadas in vitro. 

R2 0.88, C.V. = 4.25 

 

Cuadro 3A. Análisis de varianza para evaluar el efecto de la dosis y tiempo (2, 4 y 8 h) de 

exposición en la germinación de Sprekelia formosissima germinadas in vitro. 

 

R2 0.62, C.V. = 7.97 

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Modelo 6 0.384 0.128 17.15 <.0001 

Error 16 0.119 0.007   

Total 

correcto 
19 0.504    

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 1.059 0.353 179.26 <.0001 

Concentración (C) 3 0.025 0.008 4.26 0.0077 

T*C 9 0.060 0.010 5.08 0.0002 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 0.490 0.163 21.90 <.0001 

Concentración (C) 3 0.182 0.060 8.15 <.0001 

T*C 9 0.298 0.049 6.66 <.0001 
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Cuadro 4A. Análisis de varianza para evaluar el efecto de la exposición a colchicina (12, 24 

y 48) en la altura de plántulas de Sprekelia formosissima germinadas in vitro. 

R2 0.94, C.V. = 86.64 

 

Cuadro 5A. Análisis de varianza para evaluar el efecto de la exposición a colchicina (2, 4 y 

8) en la altura de plántulas de Sprekelia formosissima germinadas in vitro. 

R2 0.75, C.V. = 109.98 

 

Cuadro 6A. Análisis de varianza para el efecto de la exposición en colchicina en la 

supervivencia de Sprekelia formosissima en invernadero. 

R2 0.142, C.V. = 115.07 

 

 

 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 833.57 277.85 409.63 <.0001 

Concentración (C) 3 148.36 49.45 72.91 <.0001 

T*C 9 838.098 69.841 102.96 <.0001 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 473.287 157.762 69.57 <.0001 

Concentración (C) 3 28.735 9.578 4.22 .0080 

T*C 
9 

 
45.119 7.519 3.32 .0058 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 20210.126 6736.708 6.57 0.0002 

Concentración (C) 3 68201.309 34100.654 33.25 <.0001 

T*C 6 11402.014 1900.335 1.85 0.0868 
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Cuadro 7A. Análisis de varianza para el efecto de la exposición en colchicina en la altura 

de plántulas de Sprekelia formosissima en invernadero 

R2 0.62, C.V. = 30.58 

 

Cuadro 8A. Análisis de varianza para el efecto de la exposición de colchicina en el ancho 

de estomas de plántulas de Sprekelia formosissima 

R2 0.50, C.V. = 9.56 

 

Cuadro 9A. Análisis de varianza para el efecto de la exposición de colchicina en el largo de 

estomas de plántulas de Sprekelia formosissima. 

R2 0.34, C.V. = 11.17 

 

 

  

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 34540.250 11513.416 11.60 0.0001 

Concentración (C) 2 135124.026 67562.013 68.06 <.0001 

T*C 6 12029.929 2004.988 2.02 0.0691 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 85.677 28.559 31.37 <.0001 

Concentración (C) 2 119.996 59.998 65.91 <.0001 

T*C 6 123.740 20.623 22.66 <.0001 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Tiempo de inmersión (T) 3 235.697 78.565 11.15 <.0001 

Concentración (C) 2 404.807 202.403 28.71 <.0001 

T*C 6 674.733 112.455 15.95 <.0001 
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Cuadro 10A. Análisis de varianza para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en la 

germinación de semillas de Sprekelia formosissimas germinadas in vitro. 

R2 0.63, C.V. = 50.46 

 

Cuadro 11A. Análisis de varianza para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en 

semillas viables de Sprekelia formosissimas germinadas in vitro. 

R2 0.44, C.V. = 111.23 

 

Cuadro 12A. Análisis de varianza para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en 

semillas no viables de Sprekelia formosissimas germinadas in vitro. 

 

R2 0.33, C.V. = 104.6 

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Modelo 5 88216.66 17643.33 38.96 <.0001 

Error 114 51620.00 452.80   

Total 

correcto 
119 139836.66    

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Modelo 5 115666.66 23133.33 18.31 <.0001 

Error 114 144000.00 1263.15   

Total 

correcto 
119 259666.66    

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Modelo 5 94416.66 18883.33 11.24 <.0001 

Error 114 191500.00 1679.82   

Total 

correcto 
119 285916.66    
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Cuadro 13A. Análisis de varianza para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en 

semillas potencialmente viables de Sprekelia formosissimas germinadas in vitro. 

R2 0.16, C.V. = 146.27 

 

CAPÍTULO IV 

Cuadro 14A. Análisis de varianza para el efecto de la solución Steiner y TDZ en el verdor 

de hojas de Sprekelia formosissima. 

R2 0.34, C.V. = 25.70 

 

Cuadro 15A. Análisis de varianza para el efecto de la solución Steiner y TDZ en el ancho de 

hojas de Sprekelia formosissima. 

R2 0.11, C.V. = 17.60 

 

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Modelo 5 40416.66 8083.33 4.44 0.0010 

Error 114 207500.00 1820.17   

Total 

correcto 
119 247916.66    

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Solución Nutritiva (SN) 3 744.31 248.10 0.70 0.558 

Tidiazuron (TDZ) 2 1663.18 831.59 2.34 0.109 

SN*TDZ 6 5088.43 848.07 2.39 0.045 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Solución Nutritiva (SN) 3 65.46 21.82 2.84 <.0001 

Tidiazuron (TDZ) 2 198.92 99.46 12.95 0.037 

SN*TDZ 6 205.32 34.22 4.46 0.0002 
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Cuadro 16A. Análisis de varianza para el efecto de tipo de corte y dosis de TDZ en la 

generación de nuevos brotes de Sprekelia formosissima. 

R2 0.72, C.V. = 74.30 

 

Cuadro 17A. Análisis de varianza para el efecto de tipo de corte y dosis de TDZ en el 

diámetro de nuevos brotes de Sprekelia formosissima. 

R2 0.28, C.V. = 116.37 

 

Cuadro 18A. Análisis de varianza para el efecto de tipo de corte y dosis de TDZ en la 

generación de hojas en bulbos nuevos de Sprekelia formosissima. 

R2 0.68, C.V. = 65.77 

 

 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Corte  3 373.09 124.36 18.06 <.0001 

Tidiazuron (TDZ) 1 34.03 34.03 4.94 0.0359 

Corte*TDZ 3 35.59 11.86 1.72 0.1890 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Corte  3 218.64 72.88 2.80 .0615 

Tidiazuron (TDZ) 1 20.84 20.84 0.80 0.379 

Corte*TDZ 3 12.49 4.16 0.16 0.922 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Corte  3 662.12 220.70 14.47 <.0001 

Tidiazuron (TDZ) 1 91.12 91.12 5.98 0.022 

Corte*TDZ 3 38.62 12.87 0.84 0.483 
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Cuadro 19A Análisis de varianza para el efecto del tipo de corte y TDZ en el tamaño de 

raíces en bulbos de Sprekelia formosissima. 

R2 0.412, C.V. = 67.30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados de la 

media 
F-Valor Pr>F 

Corte  3 3334.22 1111.40 0.92 0.4473 

Tidiazuron (TDZ) 1 16016.92 16016.92 13.22 0.0013 

Corte*TDZ 3 1022.66 340.88 0.28 0.8383 


