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SUMMARY

Background: In Mexico, agaves are of economic and cultural importance. The "Agave Tepeztate" (Agave
marmorata Roezl), is a species that unfortunately its unregulated use makes it susceptible to extinction.
Consequently, different methods of efficient genetic improvement and propagation for its conservation have
been sought, for example, the artificial induction of polyploids as this process can increase genetic diversity,
improve adaptability, and for the possible generation of individuals resistant to diseases or adverse
environmental conditions. Objective. To evaluate the effect of colchicine as a mitostatic agent and promoter of
ploidy variation in plants of Agave marmorata Roezl. Methodology. In the present study, 1000 seeds of A.
marmorata were germinated in vitro to obtain the seedlings to be used, which were subjected to treatments with
three exposure times (16, 24 and 48 h) and concentrations of colchicine Sigma-Aldrich (0.05, 0.10 and 0.15 %
(w/v)). Results. As a result of the investigation, it was observed that polyploidization was possible by applying
a concentration of 0. 15 % of colchicine, with an immersion time of 24 h. At this concentration and immersion
time the highest percentage of survival was obtained (60 %), in addition, a greater response was observed with
respect to the number of regenerated shoots. Once the plants regenerated the root zone, the final chromosome
count was carried out obtaining 120 chromosomes, which means that these plants are tetraploid (4x=4n=120).
Implications. The chromosomal doubling of diploid to tetraploid individuals can generate positive changes in
morphological characteristics, from the generation of larger organs, which can lead to a shortening of harvesting
time and a greater amount of sugars produced in the stem due to the increased photosynthetic capacity derived
from obtaining larger stalks. Conclusion. The effect of colchicine as a mitostatic agent for the induction of
tetraploids of A. marmorata was effective; however, the time of exposure to the agent and its concentration is
a fundamental factor for polyploidization.

Key words: Propagation methods; genetic improvement; polyploidization; mitotic agent; tetraploid.

RESUMEN
Antecedentes. En México, los agaves son de importancia econémica y cultural. E1 “Agave Tepeztate” (Agave
marmorata Roezl), es una especie de uso no regulado lo que la hace susceptible a la extincién. En consecuencia,
se han buscado distintos métodos de mejoramiento genético y de propagacién que resulten eficientes para su
conservacion, ya que la induccion artificial de poliploides es un proceso que puede aumentar la diversidad
genética, mejorar su adaptabilidad, y la posible generacion de individuos resistentes a enfermedades o
condiciones ambientales adversas. Objetivo: Evaluar el efecto de la colchicina como agente mitostatico y
promotor de variacion de ploidia en plantas de Agave marmorata Roezl. Metodologia: En el presente estudio,
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1000 semillas de A. marmorata fueron germinadas in vitro para obtener las plantulas a utilizar, éstas fueron
sometidas a tratamientos con tres tiempos de inmersién (16, 24 y 48 h) y concentraciones de colchicina Sigma-
Aldrich (0.05, 0.10 y 0.15 % (p/v)). Resultados: Como resultado de la investigacion se observé que la
poliploidizacion fue posible aplicando una concentracién de 0.15 % de colchicina, con un tiempo de inmersion
de 24 h, con esta concentracion y tiempo de inmersidn se observd el mayor porcentaje de sobrevivencia (60 %)
ademas, se observd una mejor respuesta con respecto al nimero de brotes regenerados. Una vez que las plantulas

regeneradas formaron la zona radicular, se llevé a cabo el conteo cromosomico final obteniendo 120
cromosomas, lo que sugiere que estas plantas son tetraploides (4x=4n=120). Implicaciones. El doblamiento
cromosémico de individuos diploides a tetraploides puede generar cambios positivos en las caracteristicas
morfologicas, a partir de la generacion de 6rganos de mayor tamafio lo que puede implicar el acortamiento del
tiempo de cosecha, mayor cantidad de azlcares producidos en la pifia esto debido al incremento de capacidad
fotosintética derivado de la obtencién de pencas de mayor tamafio.

Conclusion. El efecto de la colchicina como agente mitostatico para la induccién de tetraploides de A.
marmorata resulté ser efectivo, sin embargo, el tiempo de exposicion al agente y la concentracion de este es un
factor fundamental para la poliploidizacion.

Palabras clave: Agave; métodos de propagacion; mejoramiento genético; poliploidizacidn; agente mitostatico;

tetraploide.
INTRODUCCION

Los Agaves son especies de América siendo
México su centro de origen, son plantas de
ambientes semiaridos pertenecientes al género de
la familia Agavaceae (Garcia-Mendoza, 2002). En
México, los agaves son de importancia econémica
y cultural para numerosos pueblos indigenas que
los han aprovechado durante siglos como materia
prima para la elaboracién de alimentos, bebidas,
fibras, entre otros.

Actualmente la demanda principal en torno a la
explotacion del agave se ha centrado en la
elaboracion de bebidas alcohdlicas, siendo las
especies mezcaleras y tequileras las de mayor
importancia econémica para el pais (Rivera-Lugo
et al., 2018). Entre las especies utilizadas para la
elaboracion del mezcal esta el “Agave Tepeztate”
(Agave marmorata Roezl) la cudl es una especie
silvestre, dipliode 2x=2n=60. Segln lo reportado
por Flores-Maya et al. (2015), es considerada como
endémica de algunas regiones de Puebla y
colindancias con Oaxaca, se propaga a través de
semillas e hijuelos, sin embargo, la reproduccion
de este agave se ve limitada debido a diferentes
factores como la falta de polinizadores y el bajo
porcentaje de viabilidad en la semilla, entre otros
(lllsey Granich et al., 2005). Ademas, se ha
reportado que su periodo de maduracion es el mas
largo de todas las especies de agaves mezcaleros,
tarda entre 25 y 35 afios de forma silvestre y
aproximadamente 12 afios de forma cultivada,
aunado a su gran demanda comercial. La demanda
de materia prima ha provocado la disminucién de
poblaciones de esta especie (SEMARNAT, 2010),
lo cual pone su existencia en peligro de extincion.
En consecuencia, se han buscado distintos métodos
de mejoramiento genético y propagacion que

resulten eficientes, a pesar de ello es poca la
informacion reportada en el mejoramiento genético
del Agave.

En Africa Oriental (Amani, Tanzania) desde el afio
1931 se establecié un programa para el desarrollo
de agaves fuertes y resistentes para la produccion
de fibras (AGARED, 2017); por otra parte, de 1993
a 2006, en el Instituto de Investigaciones
Horticolas Liliana Dimitrova ubicada en La
Habana, Cuba, se realizaron investigaciones de
mejoramiento genético por medio de cruzas
hibridas con la finalidad de obtener una mayor
produccion de fibras (Serrano, 2009).

Dentro de las técnicas biotecnolégicas empleadas
para el mejoramiento genético de Agave, se ha
reportado; la transformacion genética mediante el
uso de Agrobacterium tumefaciens y bombardeo de
particulas, usando la especie de A. salmiana, con el
fin de generar un transgénico, segln lo reportado se
obtuvieron siete clones de plantas resistentes al
herbicida glufosinato de amonio (Gutiérrez-Mora
et al., 2014).

Por otra parte, se ha reportado que la poliploidia es
un fenémeno natural que ocurre con frecuencia en
las plantas, y se le considera un mecanismo
fundamental en la evolucion de las especies; este
fendmeno ha contribuido a la aparicion de
novedades evolutivas tanto  morfolégicas,
genéticas y fisiologicas, lo que ha permitido
aumentar la capacidad competitiva, el éxito
reproductivo y/o la tolerancia ecoldgica respecto a
sus progenitores (Molero-Paredes and Matos,
2008).

Hay reportes que sefialan que la poliploidia
también puede ser inducida de manera artificial, es
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un procedimiento que le brinda al fitomejorador la
oportunidad de modificar una planta alterando el
nimero de cromosomas Yy, en consecuencia, la
proporcion de genes alélicos que contribuyen a la
emergencia de caracteres particulares ya
reportados en varios trabajos de investigacion, por
ejemplo aumento en la variabilidad fenotipica,
heter6sis y alteraciones en los modos de
reproduccion (Fawcett, Maere and Van De Peer,
2009), también pueden presentarse érganos mas
grandes como por ejemplo en raices, hojas, flores,
frutos y semillas en comparacion a los individuos
diploides (Stebbins, 1950). No obstante, los efectos
de este tratamiento son diversos e impredecibles,
no siempre obteniendo resultados favorables, lo
que requiere un trabajo arduo y minucioso para
estudiar la consecuencia de la duplicacion
cromosOémica en cada especie (Cubero Salmerén,
2013). Dicho fendmeno puede inducirse a través de
distintos agentes mitostaticos tales como, orizalina
y trifluralina (Ashton and Crafts, 1981).

Un ejemplo de la polipliodizacion como técnica de
mejoramiento genético en el género, es el trabajo
realizado por Ruvalcaba-Ruiz et al. (2012) quienes
reportaron la produccion de plantas trisdmicas
(2n+1) de A. tequilana mediante la adicién de
diversas concentraciones de para-
fluorofenilalanina (TFP) al medio de cultivo,
obteniendo resultados al utilizar de 8 a 12 mg L
y Huijara-Vasconselos (2015), quienes reportaron
un trabajo para la induccion de poliploidia en
A.angustifolia y A. tequilana, haciendo uso de la
orizalina como agente mitostatico, encontrando
anormalidades en la morfologia de los explantes y
también en los brotes.

Si bien existe una gama de agentes mitostaticos que
pueden ser utilizados con el fin de inducir la
poliploidizacién, la colchicina ha resultado ser el
agente mas efectivo para la duplicacion
cromosomal, ya que es un farmaco antimitético que
detiene la division celular en metafase o anafase,
este es un compuesto que evita la distribucién de
las cromatidas de un cromosoma durante la mitosis,
provocando la poliploidia en la célula filial, ya que
no existe una division celular, pero si una
duplicacion previa del material genético (Urwin,
2014).

En consecuencia, el nimero cromosémico aumenta
de diploide a tetraploide, aun cuando todos los
cromosomas permanecen dentro de una célula
individual (Poehlman, 1976). El empleo de agentes
mitostaticos para inducir poliploidia, permite una
mayor comodidad en el manejo de material vegetal,
la obtencidn de resultados en un menor periodo de
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tiempo, y con ello aumentar la disponibilidad de
nuevo germoplasma (Molero-Paredes and Matos,
2008).

En funcién de lo anterior, el presente trabajo tuvo
la finalidad de evaluar el efecto de la colchicina
como agente mitostatico y promotor de variacion
en la ploidia en plantas de Agave marmorata
Roezl., buscando obtener individuos poliploides
que permitan hacer comparaciones morfoldgicas y
cromos6émicas con el fin de evaluar las posibles
ventajas que podrian presentar estos individuos.

MATERIALES Y METODOS
Origen del material vegetativo

Se emplearon 1000 semillas de A. marmorata,
donadas por el Centro Regional Universitario Sur
Oaxaca, Programa Maguey-Mezcal, de Ila
Universidad Auténoma de Chapingo (UACh).

Desinfeccion de la semilla

Las semillas fueron colocadas en un saco de malla
tul (20 semillas por saco) para ser sumergidas en
una solucion jabon liquido Antibenzil durante 5
min, adicionando tres gotas del surfactante Tween
20 y posteriormente se enjuagaron con agua
destilada estéril por 15 minutos. Enseguida, las
semillas fueron trasladadas a una campana de flujo
laminar para trabajar en condiciones asépticas. Las
semillas se colocaron en tubos Falcon de 50mL y
se sumergieron en etanol al 70 %(v/v) durante un
minuto, posteriormente se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 1 % (v/v) por 15
minutos en agitacion constante, y finalmente se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y
se dejaron reposar por 24 h a6 °C.

Establecimiento in vitro

Las semillas, una vez desinfectadas, fueron
germinadas y cultivadas in vitro durante 45 dias en
recipientes de polipropileno con un volumen de
500 mL, los cuales contenian 75 mL de medio de
cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962) al 50 %
de su concentracion, con 30 g de sacarosay 0.5 g
de carbdn activado. Todos los cultivos se incubaron
a 25+ 2°C con luz led blanca y un fotoperiodo de
16/8 h y una intensidad luminica de 33 pumol m? s’
1, Se establecieron 20 semillas por recipiente.

Organogénesis directa

A todas las plantas obtenidas, una vez que tenian
dos 0 mas hojas, y alcanzaron una altura de entre
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5-7 cm, se les eliminaron las hojas y raices para
dejar tnicamente el tallo con la zona meristematica
(ZM), las cuales fueron tratadas en cuatro
concentraciones de colchicina Sigma-Aldrich
(Testigo, 0.05, 0.10 y 0.15%(p/v)), en tres tiempos
de inmersién (16, 24 y 48 h), colocando 20
explantes (ZM) en cada uno de los tratamientos.
Con el fin de evitar la oxidacion o la necrosis en los
tejidos vegetales, se considerd pertinente que las
soluciones de colchicina permanecieran en
constante agitacién con la ayuda de agitadores
orbitales (marca Allsheng 08-100), a una velocidad
de 120 rpm. Posteriormente todas las ZM fueron
sometidas a un proceso de organogénesis directa
(OD) de acuerdo con la metodologia propuesta por
(Martinez and Arzate, 2022).

Para la OD, las ZM fueron cultivadas en un medio
de cultivo MS al 50 % de su concentracion,
adicionandole 5 mg/L de BA (Benciladenina), y 30
g/L sacarosa, manteniendo los cultivos en las
mismas condiciones que en la fase de
establecimiento.  Transcurridos 60 dias se
contabiliz6 el nimero de brotes de cada explante.

Los brotes regenerados fueron separados del
explante original y enraizados en un medio MS al
50 %, adicionando 30 g de sacarosa, y 0.5 g/L de
carbdn activado. Pasados 30 dias, las plantulas
fueron extraidas del medio de cultivo, se realizé un
lavado con agua para eliminar los restos de agar y
para realizar el conteo cromosémico se utilizé la
region meristematica de la raiz, cabe mencionar
que se realizaron cerca de 10 observaciones por
muestra (Alvarez-Aragon et al., 2020)

La adaptacion consistid en seleccionar las plantulas
de mayor vigor (plantulas sanas, con mayor
namero de hojas, buen desarrollo radicular, etc.)
para posteriormente colocarlas en charolas, las
cuales previamente fueron sumergidas en una
solucién de fertilizante soluble Hydro-Solution al
25 % (v/v) y adicionando enraizador Phyto Raizon
Plus (1 g/L), para favorecer la formacion de raices.
Todas las plantulas regeneradas se colocaron por
21 dias en un microtunel con cubierta de plastico,
a una HR (humedad relativa) de 60-70%.

Preparacion de cromosomas mitoticos

Se recolectaron apices radiculares jovenes y de
mayor vigor (entre 2-3 cm) tanto de plantas previas
al tratamiento de organogénesis directa (para
confirmar su nimero cromosémico original), como
de las plantas obtenidas del mejor tratamiento (para
el analisis de poliploidizacion); estas fueron
recolectadas en un horario de 9 a 10 am. Con el fin
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de detener el proceso de mitosis se trataron
directamente con a-Bromonaftaleno 0.1 %, durante
24 h. Se desecho la solucion de detencion mitética
y se fijaron las raices en la solucion Farmer
(Alcohol: Acido acético 3:1) por 24 h a temperatura
ambiente. Posterior a esto se llevd a cabo la
hidrdlisis de los apices los cuales fueron lavados
con agua destilada e hidrolizados en una solucion
de HCI 1 N a 60 °C, durante 8 min. EI meristemo
radicular se transfirié a un portaobjetos limpio,
diseccionando el tejido meristematico con la ayuda
de un bisturi. Se removio el exceso de agua con
ayuda de un papel filtro e inmediatamente se
agregd una gota aceto-orceina 1 % o de acido
aceético al 45 %. (v/v) Se coloc6 un cubreobjetos en
la suspension y se dispersd el tejido golpeando
ligeramente con el lado posterior de una aguja.
Posteriormente se colocaron algunas capas de
papel de filtro sobre el portaobjetos y el
cubreobjetos, presionando hacia abajo, evitando
cualquier movimiento horizontal para dejar las
células en un solo plano. Las preparaciones fueron
observadas bajo los objetivos 10x, 40x y 100x en
un microscopio de marca Leica modelo Olympus
BX43 de contraste de fases.

Al finalizar la observacion de las laminillas e
identificar células en metafase se congeld el
portaobjetos en nitrégeno liquido, retirando el
cubreobjetos con una hoja de afeitar;
posteriormente se enjuagd durante 5 min en etanol
al 100 % dejando secar la muestra, esto con el fin
de fijar las células en las laminillas y poder ser
observadas posteriormente (Garcia Velazquez,
1990).

Anadlisis estadistico

En cada tratamiento, los explantes fueron
colocados en matraces de 50 ml y estos a su vez se
colocaron en los agitadores orbitales, la disposicion
de los tratamientos fue totalmente al azar.

En el presente estudio, se evaluaron dos factores:
A) la concentracion de colchicina: O (testigo), 0.05
%, 0.10 % y 0.15 % y B) el tiempo de inmersion al
agente mitostatico (16, 24, y 48 h). En total, el
nimero de tratamientos fueron 10, con cinco
repeticiones.

Los datos obtenidos de los pardmetros;
concentracion de colchicina, tiempo de inmersion
y numero de brotes regenerados después del
tratamiento por Organogénesis Directa (OD), se
sometieron a un analisis de varianza, ademas se
realiz6 una prueba de rango multiple de Tukey con
un nivel de significancia de P<0.05, y se calcul el
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error estandar de la media, utilizando el software
Stathgraphics version Centurion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se logrd constatar el efecto
de la colchicina en explantes de Agave marmorata
Roezl, sometidos posteriormente a un proceso de
OD.

Efecto de la concentracion de colchicina

El analisis estadistico mostré que la variable
"concentracion de colchicina" por si sola no
presenta  diferencias  significativas en la
regeneracion de brotes (P = 0.430, datos no
mostrados). Sin embargo, al analizar las medias de
brotes regenerados por cada tratamiento (Tabla 1),
se observd que la mayor regeneracién ocurrié con
la concentracién de 0.15 % (30.0 + 2.5 brotes por
explante). La desviacion estandar y el error
experimental asociados a este tratamiento (2.5 y
1.44, respectivamente) indican una variabilidad
moderada en la respuesta de los explantes, lo que
sugiere que, aunque la concentracion de colchicina
no es un factor determinante por si sola, si influye
en el proceso cuando se combina con el tiempo de
inmersidon adecuado. La falta de significancia
estadistica en la concentracion de colchicina por si
misma podria deberse a la variabilidad en la
respuesta de los explantes a diferentes
concentraciones. Sin embargo, la tendencia
observada sugiere que concentraciones méas altas
(0.15%) podrian estar asociadas con una mayor
regeneracion de brotes, siempre y cuando se
combine con un tiempo de inmersion éptimo. Esto
resalta la importancia de considerar la interaccion
entre ambos factores.

Efecto del tiempo de inmersion

El tiempo de inmersion tuvo un efecto significativo
sobre la regeneracion de brotes (P = 0.041, datos
no mostrados), lo que indica que la duracién del
tratamiento con colchicina afecta directamente la
respuesta de los explantes. Se observé que tiempos
de exposicion prolongados (48 h) resultaron letales
para el tejido, causando necrosis, muerte celular (0
% de sobrevivencia) y ausencia total de
regeneracion. Por otro lado, un tiempo de
inmersion de 24 h fue el méas efectivo,
especialmente cuando se combiné con una
concentracion de 0.15 % de colchicina, ya que
resultéd en la mayor produccién de brotes (30.0 +
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2.5 por explante) y una supervivencia del 60 %. El
tiempo de inmersion es un factor critico en el éxito
del tratamiento con colchicina. Tiempos demasiado
cortos pueden no inducir el efecto deseado,
mientras que tiempos prolongados pueden ser
toxicos para los explantes. Este hallazgo sugiere
que existe una ventana dptima de exposicion (24 h
en este caso) que maximiza la regeneracion de
brotes sin comprometer la viabilidad del tejido. La
baja desviacion estandar (2.5) y el error
experimental (1.44) en este tratamiento indican que
los resultados son consistentes y reproducibles.

Interaccién entre concentracion de colchicina 'y
tiempo de inmersién

El efecto combinado de la concentracion de
colchicina y el tiempo de inmersion fue altamente
significativo (P = 0.016, datos no mostrados), lo
que indica que ambos factores interacttian y afectan
de manera conjunta la regeneracion de brotes. Este
resultado resalta que no basta con analizar cada
factor por separado, sino que su combinacion
determina el éxito del proceso de OD. Por ejemplo,
mientras que con 0.15 % de colchicina por 24 h
produjo el mayor nimero de brotes (30.0 = 2.5), la
misma concentracion por 48 h resulto
completamente letal. Esto confirma que la duracion
del tratamiento es un factor critico que modula la
efectividad de la colchicina. La interaccion
significativa entre la concentracion de colchicina'y
el tiempo de inmersidn sugiere que la respuesta de
los explantes es altamente dependiente de la
sinergia entre ambos factores. Esto implica que,
para optimizar el proceso de OD, es necesario
ajustar tanto la concentracion como el tiempo de
exposicion de manera conjunta. Futuros estudios
podrian explorar combinaciones intermedias para
identificar condiciones alin més efectivas.

Andlisis cromosémico

Como ya ha sido reportado previamente, se han
logrado cambios significativos cuando se utilizan
individuos diploides ya que permiten la
persistencia de genotipos poliploides (Stebbins,
1950), por tanto, uno de los aspectos principales en
el proceso de poliploidizacion de una especie, es la
seleccion de explantes diploides. En la presente
investigacion, al seleccionar y realizar el conteo
cromosémico del material antes del tratamiento
con el agente mitostatico, se observé que los
individuos diploides fueron 2n=60 (Figura 1, A).
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Tabla 1. Tratamientos con colchicina y tiempos de inmersién para evaluar su efecto mitostatico en

explantes de A. marmorata Roezl.

Concentracion de Tiempo de Sobrevivencia de Media de brotes regenerados  s.e.m.
colchicina (p/v) inmersién (h) explantes (%) por OD y por explante
Control (0%) 0 100 % 20015 0.87
T1 (0.05%) 16 50 % 50+0.8 0.46
24 30 % 10.0+£1.2 0.69
48 0% 0.0+0.0 0.00
T2 (0.10%) 16 40 % 10.0£1.0 0.58
24 30 % 10.0+1.5 0.87
48 0% 0.0+0.0 0.00
T3 (0.15%) 16 20 % 10.0+1.8 1.04
24 60 % 30.0£25 1.44
48 0% 0.0+0.0 0.00

s.e.m. Error estandar de la media

Por otro lado, en las preparaciones cromosémicas
de las plantas regeneradas mediante OD, de los
explantes tratados con colchicina, se pudo observar
el éxito de la poliploidizacion, cuyo nUmero
cromosémico fue de 2n=4x=120 (Figura 1, B). En
este sentido Gantait et al. (2011) en Gerbera
jamesonii Bolus cv. Sciella reportaron que con una
concentracion de colchicina al 0.1 % durante 8 h,
el 64 % de las plantulas recuperadas resultaron ser
tetraploides; observando que para esta especie y
con una menor concentracion del agente
mitostatico resultd ser mas eficiente. Mientras que
Molero-Paredes and Matos (2008) en Aloe Vera,
lograron observar que a una concentracién de 0.15
% por 48 h, con las plantas tratadas mostraron
tejido quimérico con un alto predominio de células
poliploides. En contraste, con el mismo tiempo de
inmersion, en nuestro procedimiento, resultd ser
perjudicial para los explantes tratados, mientras
que en nuestro mejor tratamiento no se observo la
presencia de células quiméricas en las plantas
regeneradas, lo cual es un aspecto favorable debido
a que esto es indicativo de la estabilidad en el
genotipo usado. De igual forma esto podria deberse
a que en comparacion con el trabajo realizado en
Aloe vera se empled el explante tratado
directamente en el medio de cultivo, en este sentido
podria resultar més favorable el empleo del
explante original cuyas células individuales
regenerardn una planta (como en el presente
trabajo) en lugar de emplear plantas completas para
su poliploidizacion.

Andlisis morfologico de plantulas regeneradas
de Agave marmorata Roezl

Como resultado de la observacion a los 45 dias en
invernadero (21 dias de adaptacién y 24 dias de
endurecimiento), se hizo un comparativo de las

caracteristicas morfoldgicas entre plantas diploides
(2n=2x=60) (Figura 1, C y E) y de las plantas
tetraploides (2n=4x=120) regeneradas in vitro con
el tratamiento de colchicina a 0.15 % y 24 h de
inmersion (Figura 1, D y F), en donde se puede
observar que las plantulas tetraploides presentaron
mayor cantidad de hojas (5) en comparacién con
las diploides (3), ademaés las hojas de las plantulas
tetraploides mostraron mayor vigor asi mismo
presentaron un desarrollo radicular mayor en
comparacion con plantas testigo como se puede
observar en las Figural, Ey F.

De igual forma con base en los resultados
obtenidos en esta investigacion se pudo constatar
que la concentracién de colchicina y el tiempo de
inmersién son factores fundamentales para lograr
la poliploidia ya que a medida que el porcentaje de
concentracion de colchicina aumento del 0.05 % al
0.15 %, fue posible observar que el tamafio de los
organos vegetales aumentd considerablemente en
comparacion con las plantulas testigo. Resultados
similares se obtuvieron en Gymnostachyum
Zeylanicum en donde, el tratamiento con una
concentracion de 0.08 % y un tiempo de exposicion
24 h produjo mejores resultados con base en el
tamafio de los drganos (Khaing et al., 2007); en
Dioscorea zingiberensis, el tratamiento de 36 h con
colchicina al 0.2 %, produjo un mayor porcentaje
de induccién tetraploides (35.6 %) (Gao et al.,
2010); y en Nicotiana alata, donde se realiz6 una
comparacion entre plantas diploides y tetraploides
determinando que el tratamiento con colchicina
produjo diferencias significativas en el aumento del
nimero de pétalos y del diametro de la flor, el
tamafio del estigma y mostré6 mayor floracion
(Hiaba and Mohamed, 2009; Gao et al., 2010). De
esta forma se puede observar en diversas especies
que el doblamiento del nimero cromosémico de



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 064 Osorio-German et al., 2025

6 S :'2 -
8 7 . ¢ 29 9
40 Som*
s & = L20 o= o
10 = 30 49 Slp %, 62 74
® iz ~ g2l g W52 s63 .
e B2 e AT
® s3 76 75
5%8 B % P 93
® s .55.5 - 77 '9%..
' 0
27 2s g ®4515q 467 78 91 @
w57 68 90 ¥ 4
269.79% g5 % as 109 @11y
80 97
35 B 0%, s® WG 10s mar
36.0 ® ’ » 107
16 8 ssm\‘.,m

PR |
i

Figura 1. A) Namero de cromosomas (2n=2x=60) observado en una célula de raiz de A. marmorata, sin haber
tratado a la plantula previamente con colchicina (tratamiento Control). La plantula fue posteriormente
sumergida 24 h en colchicina (0.15 %). Las observaciones citol6gicas se hicieron por medio de un microscopio
de contraste de fases, utilizando el objetivo 100X. B) NUmero de cromosomas (2n=4x=120) observado en
plantas regeneradas in vitro de A. marmorata Roezl previamente tratadas con colchicina (0.15 % y 24 h de
inmersién en colchicina). C) Plantula diploide regenerada in vitro, D) Plantula tetraploide regenerada y
cultivada in vitro a los 45 dias por Organogénesis Directa (OD), E) y F) Plantula diploide y tetraploide,
respectivamente, regeneradas in vitro, a los 45 dias después del transplante y adaptadas en invernadero.
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individuos diploides a tetraploides puede cambiar
sus caracteristicas morfoldgicas, a pesar de lo
anterior es importante  seguir  realizando
investigaciones que puedan ayudar a determinar si
la poliploidia generada en estas plantulas es capaz
de permanecer en las siguientes generaciones, asi
como su efecto sobre el acortamiento del tiempo de
cosecha, la cantidad de azlcares presentes en la
pifia, entre otros.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se puede
concluir que el mejor tratamiento para lograr la
poliploidizacion de plantas diploides de A.
marmorata (2n= 2x= 60) a tetraploides (2n= 4x=
120), fue con una concentracion de colchicina al
0.15 % y un tiempo de inmersion de 24 h,
obteniendo el 60 % de supervivencia y la mayor
cantidad de brotes por explante. Asi mismo se
logré observar el aumento de caracteristicas fisicas
como el nimero de hojas y tamafio de raiz, entre
otros, en los explantes tetraploides, en comparacion
con los diploides. Se determiné que para A.
marmorata resulta nocivo exponer los explantes a
48 h de tratamiento.
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