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RESUMEN

Contextualizacién: una de las estrate-
gias empleadas en fitomejoramiento
con plantas medicinales es la induccién ar-
tificial de poliploidia.

Vacio de conocimiento: se observa una
falta de informacién sobre los efectos espe-
cificos de la poliploidia en Kalanchoe x lae-
tivirens Desc. Ademas, la carencia respecto
al tema de cdmo estos afectan directamente
a la produccion de compuestos medicinales
u otras caracteristicas relevantes que permi-
tan su uso medicinal.

Proposito: se evalué el impacto de diver-
sas dosis de colchicina en la morfologia fo-
liar y en la estructura estomatica de Kalan-
choe x laetivirens

Metodologia: se aplicaron las soluciones
de colchicina a las plantas durante 12 horas
(0.025%, 0.05% y 0.1% p/v) y se evaluaron
parametros anatémicos (nimero de hojas,
altura, longitud y ancho foliar) durante 10
semanas. Se analizé el tamaiio, la densidad
y el nimero de cloroplastos por estoma de
una planta por tratamiento.

Resultados y conclusiones: las concen-
traciones mas altas de colchicina indujeron
un aumento relevante en la altura, el ndmero
y el ancho de las hojas. De igual manera, se
observo una relacion dosis-respuesta en las
mejoras morfoldgicas. Las plantas tratadas
con colchicina presentaron estomas de ta-
mano superior, mayor densidad estomatica
y un incremento en la cantidad de cloroplas-
tos por estoma teniendo en cuenta el con-
trol. Los resultados sugieren una asociacion
entre el nivel de ploidia y las caracteristicas
estomaticas, con posibles implicaciones
en la fisiologia de la planta. Son necesarios
mas estudios para entender los efectos a lar-
go plazo de la colchicina y evaluar posibles
efectos adversos. La induccién de poliploi-
dia con colchicina en Kalanchoe x laetivi-
rens es una técnica prometedora para mejo-
rar la morfologia foliar y las caracteristicas
estomaticas, con potencial para aplicaciones
en investigacion y agricultura.

Palabras clave: inhibidor mitdtico, indice
estomatico, planta medicinal, poliploidiza-
cion
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ABSTRACT

Contextualization: One of the strategies
used in plant breeding with medicinal
plantsis the artificial induction of polyploidy.

Knowledge gap: The lack of informa-
tion on the specific effects of polyploidy in
Kalanchoe x laetivirens Desc. and how these
directly affect the production of medicinal
compounds or other characteristics relevant
to their medicinal use.

Purpose: The impact of various doses of
colchicine on leaf morphology and stoma-
tal structure of Kalanchoe x laetivirens was
evaluated.

Methodology: Colchicine solutions were
applied to plants for 12 hours (0.025%, 0.05%
and 0.1% w/v) and anatomical parameters
(number of leaves, height, length and leaf
width) were evaluated for 10 weeks. The
size, density and number of chloroplasts
per stomata of one plant per treatment were
analyzed.

Salazar, S., y Zambrano, C.

Results and conclusions: Higher col-
chicine concentrations induced a relevant
increase in leaf height, number and width.
A dose-response relationship was observed
in morphological improvements. Colchi-
cine-treated plants showed larger stoma-
ta, higher stomatal density and an increase
in the number of chloroplasts per stomata
compared to the control. The results sug-
gest an association between ploidy level and
stomatal characteristics, with possible im-
plications for plant physiology. Further stu-
dies are needed to understand the long-term
effects of colchicine and to evaluate possi-
ble adverse effects. Induction of polyploidy
with colchicine in Kalanchoe x laetivirens
is a promising technique for improving leaf
morphology and stomatal characteristics,
with potential for applications in research
and agriculture.

keywords: mitotic inhibitor, medicinal
plant, polyploidization, stomatal index
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RESUMEN GRAFICO

Fuente: autores.

INTRODUCCION

Las especies de Kalanchoe son princi-
palmente abundantes en Madagascar y
Africa (Shtein y Smith, 2021). Son plantas
suculentas que se caracterizan por la for-
macidén de pequeias plantas que se crean en
los bordes de sus hojas y se transforman en
nuevas plantas si caen sobre el suelo (Ros-
lim et al., 2021). Los fitoquimicos del géne-
ro Kalanchoe estin ampliamente descritos
y se han utilizado en medicina tradicional y
moderna en diferentes partes del mundo, ya
que poseen moléculas con propiedades an-
tioxidantes, antihiperglucémicas, antimicro-
bianas, antiinflamatorias, antiulcerogénicas,
hepatoprotectoras, antimutagénicas, antiar-
triticas y anticancerigenas (Eid y Gonaid,
2018; Araujo et al., 2019; da Silva et al., 2021;
Sousa et al., 2021).

K. x laetivirens. es un hibrido de K. daigre-
montiana y K. laxiflora (syn. Bryophyllum
crenatum) y su area de distribucién nativa es
Madagascar (Govaerts et al., 2021). Presenta
potencial ornamental, pero es poco estudia-
da, especialmente en relacién con su biolo-
gia (Sousa et al., 2021). K. x laetivirens po-
see multiples propiedades benéficas para el
ser humano, principalmente en disminuir la
probabilidad de padecer el cancer. De acuer-
do con Kaewpiboon et al. (2014), el extracto
de esta planta tiene propiedades medicina-
les debido a que logra revertir la resistencia
al etopdsido, medicamento frecuentemen-
te administrado para regimenes quimiote-
rapéuticos en células de cancer pulmonar.
Segun Stefanowicz-Hajduk et al. (2020), las
plantas de Kalanchoe son citotéxicas. No
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obstante, los datos sobre su uso tradicional
en el tratamiento de tumores son escasos.

En la actualidad, se han ideado una varie-
dad de métodos para incrementar los rendi-
mientos de produccion, ya sea de forma na-
tural o a través de intervenciones artificiales
(Salazar et al., 2021). Estos estan dirigidos a
inducir la duplicacién de cromosomas en las
plantas, empleando agentes que interfieren
con la mitosis, como la orizalina, colchicina,
trifluralina, pronamida, entre otras (Man-
zoor et al., 2019). Los agentes mencionados
tienen la capacidad de ser aplicados tanto en
embriones como en plantulas haploides, lo
que conlleva a la obtencion de plantas ho-
mocigotas diploides en ambos casos (Zhao
etal., 2023).

La poliploidizacion artificial se utiliza a
menudo para desarrollar poblaciones de
plantas de alto rendimiento, ricas en com-
puestos biolégicamente activos. Es una he-
rramienta eficaz para aumentar el nimero y
tamafo de sus 6rganos vegetativos y gene-
rativos, la biomasa vegetal, el contenido de
metabolitos secundarios y compuestos bio-
légicamente activos (Niu et al., 2016; Sama-
tadze et al., 2022). Segtin Eng y Ho (2019), la
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colchicina es un potente agente antimitético
que induce la poliploidizacion en las plantas.
Diversas investigaciones han demostrado
que la aplicacion de colchicina en diferentes
especies vegetales conduce a la obtencién
de individuos con una morfologia mejorada
(Salazar et al., 2018; Samanhudi et al., 2023;
Zou et al., 2024).

Este fendmeno se atribuye principalmen-
te a la poliploidia inducida, la cual genera
células y 6rganos de mayor tamaio. Por lo
tanto, se observa un aumento en el peso de
las plantas, lo que representa un beneficio
considerable para la produccién agricola y
forestal (Eng y Ho, 2019). Por lo anterior, el
objetivo de esta investigacion radica en de-
terminar el impacto de la colchicina como
estrategia de induccién de poliploidia para
llevar a cabo un andlisis morfolégico minu-
cioso en las plantas de K. x laetivirens. Se
empleardn tres dosis de colchicina: 0,025
%, 0.05% y 0.1% (p/v), asi como un grupo
control tratado con agua destilada durante
12 horas, con el propésito de evaluar su in-
fluencia en el proceso de poliploidizacién y
sus efectos morfoldgicos subsiguientes.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones del cultivo
y material bioldgico

Se seleccionaron brotes de una planta ma-
dre, alojada en el municipio de Los Patios,
Norte de Santander. Se seleccionaron 40

plantas con una altura comprendida entre
1,4y 1,8 cm, las cuales mostraban un siste-
ma radicular en buen estado. Las plantas de
K. x laetivirens se mantuvieron en un entor-
no con una temperatura en promedio de 29
°C. Las plantulas fueron sumergidas en una
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solucion de colchicina con concentraciones
del 0,025 %, 0,05 % y 0,1 % (p/v) durante un
periodo de exposicion de 12 horas, mientras
que el agua destilada se utilizé como control.
Se distribuyeron en cuatro tratamientos,
cada uno con 10 repeticiones.

El sometimiento de las plantas a las diver-
sas dosis de colchicina (Sigma-Aldrich) se
llevé a cabo en camara oscura, siguiendo el
protocolo descrito por Salazar et al. (2021).
Cada tratamiento, consistié en un total de
10 plantulas. Posteriormente, estas fueron
trasplantadas a bolsas de polietileno de 1 kg,
utilizando un sustrato mezclado por abono
organico de lombrinaza, cascarilla de arroz
mezclado y arena.

Analisis morfoldgico

Se inici6 10 dias después del trasplante de
las plantulas, una vez que habian sido ex-
puestas a las distintas concentraciones de
colchicina. Fueron evaluadas diversas carac-
teristicas entre las que se incluyen el niimero
de hojas (NH), la altura de las plantas (AP),
el ancho de hoja (AH) y la longitud foliar
(LH). Se realizaron mediciones de estas va-
riables cada ocho dias para realizar un segui-
miento preciso de su desarrollo a lo largo del
tiempo.

Analisis estomatico

Para evaluar las estructuras estomaticas
como el largo, el ancho y el niumero de clo-
roplastos, se empled la metodologia descrita
por Salazar et al. (2021). Este método involu-
cro el uso de cinta adhesiva para remover la
epidermis, especificamente del drea central

de una hoja de 2 cm®. La cinta se adhiri6 a
un portaobjetos y luego se ubic6 la muestra
en el microscopio compuesto BK-6000. La
muestra fue enfocada utilizando el objetivo
de 100X, y este procedimiento se repitié 10
veces por lamina.

Al calcular el indice estomatico (IE) se
contabiliz6 el nimero de estomas por célula
epidérmica, utilizando un campo visual total
de 400x. La férmula utilizada para calcular
el IE fue la implementada por Salazar et al.
(2018) (Ecuacién 1).

Ecuacién 1

De acuerdo con las variables de la formu-
la, NE representa el numero de estomas ob-
servados, mientras que CE corresponde al
numero de células epidérmicas.

Anélisis estadistico

Se emple6 un disefio experimental com-
pletamente aleatorio que constaba de cuatro
tratamientos, cada uno con diez repeticiones
(Salazar y Botello, 2018; Salazar y Maldona-
do, 2019; Mercado y Jaimes, 2022); esto per-
mitié evaluar el efecto de los tratamientos
en un total de 40 unidades experimentales.
La informacién recopilada del andlisis ana-
témico y estomatico fueron sometidos a un
andlisis de varianza (ANOVA), luego, se rea-
lizaron comparaciones de medias utilizando
la prueba de rangos multiples de Tukey para
detectar diferencias significativas (P< 0,05).
Se uso el software Infostat para los andlisis
respectivos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

a Tabla 1 y la Figura 1 exhiben los ha-

llazgos del analisis de la morfologia foliar
de K. x laetivirens, 10 semanas después de
la siembra bajo diferentes tratamientos con
colchicina. Se observa que los tratamien-
tos con colchicina (T2, T3 y T4) mostraron
un aumento gradual en todas las medidas
morfolégicas en comparacién con el grupo
control (T1). A medida que incrementaba la
concentracion de colchicina, también lo ha-
cen el nimero de hojas, la altura de la planta,
lalongitud foliar y el ancho de las hojas de K.
x laetivirens. El tratamiento T4, que recibid
la mayor concentracién de colchicina (0,1%),
revelo los valores mas altos en todas las va-
riables morfoldgicas evaluadas en compara-
cién con los demads tratamientos. Esto sugie-
re una correlacién dosis-respuesta entre las
cantidades de colchicina y el crecimiento de
las plantas.

Es importante destacar que en las plantas
del tratamiento T4 se observé la formacién
de 3 hijuelos, lo que sefiala un efecto adicio-
nal de la colchicina en la proliferacién vege-
tativa de K. x laetivirens (Figura 2). Ademas,
se determina que las diferencias entre los
tratamientos son estadisticamente significa-
tivas, lo que indica que la colchicina tuvo una
influencia positiva en la morfologia foliar de
K. x laetivirens. Estos resultados respaldan
la eficacia de la colchicina como agente in-
ductor de poliploidia y su capacidad para

mejorar el crecimiento y desarrollo de las
plantas en términos morfolégicos (Manzoor
et al., 2019). Sin embargo, es importante
considerar los posibles efectos adversos de
dosis mas altas de colchicina en el vigor y
viabilidad, a largo plazo, de las plantas.

Se han empleado caracteristicas morfo-
logicas para la identificacion de poliploides
sin necesidad de preparacion de laboratorio,
siendo la hoja un érgano cominmente es-
tudiado. Las hojas de poliploides inducidos
suelen exhibir diversos rasgos distintivos,
como una lamina foliar mds gruesa, un co-
lor verde mas oscuro y cambios en la forma
(Zhou et al., 2016; Zhou et al., 2017; Dudits
et al., 2016; Salazar et al., 2021). En un es-
tudio realizado por Narukulla et al. (2023),
se probaron concentraciones de colchicina
del 0,1%, 0,2%, y 0,3% en citricos, durante
periodos de 16 y 24 horas. Se encontré que
el tratamiento con colchicina al 0,1% du-
rante 24 horas resulté en elevadas tasas de
mutaciéon para poliploidizacién, mostrando
el porcentaje de induccidn tetraploide mas
alto registrado (18,3%) y un aumento signifi-
cativo en el area foliar en todos los cultivares
de portainjertos evaluados. Sin embargo, se
percibié que tanto la alta concentracion de
colchicina como el largo tiempo de exposi-
ciéon disminuyeron la supervivencia de las
plantulas observadas.

Area Agricola



Revista de Investigacién Agraria y Ambiental RIAA

Tabla 1.
Andlisis de la anatomia foliar de K. x laetivirens
NH AH LH
Dosis de Colchicina AP(cm)
(cm) (cm) (cm)
T1 (testigo) 6,3 + 1,48 2,9+0,67° | 2,5+0,63 3,2 £ 1,35
T2 7,1 1,677 3,6 £ 0,899% | 2,8 + 0,345 3,7 £1,6%®
T3 8,7 £ 1,70% 52+1,9¢ | 3,2+0,621° | 4,3+ 1,67%®
T4 9,0 £ 1,93 6,3 £1,98¢ 3,6 £ 0,752 5.1 +£1,86°

Nota. Numero de hojas: NH; Altura de la planta: AP; Ancho de la Hoja: AH; Longitud foliar: LH; Evalua-
cién ejecutada a las 10 semanas posteriormente de la siembra. los valores con diferente letra indican diferen-
cias de acuerdo con Tukey (P< 0,05).

Fuente: autores.

Figura 1. Anélisis de la morfologia foliar de K. x laetivirens usando diversas dosis
de colchicina

Fuente: autores.

Segun los ensayos realizados por Salazar
et al. (2021), se hallé6 un aumento en la ana-
tomia foliar en las pruebas con colchicina

de 0.025% a 48 horas y 0.1% a 24 horas en
Kalanchoe tubiflora. Ademads, se observé
una produccién de 4 y 6 hijuelos, respecti-
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vamente. Estos hallazgos son consistentes
con nuestros resultados, ya que ambas apre-
ciaciones sugieren que el uso de la colchici-
na puede mejorar la morfologia y la repro-
duccién celular en plantas. Sin embargo, es
importante destacar que los efectos pueden
variar dependiendo de la especie vegetal, las
concentraciones de colchicina utilizadas y
la duracién del tratamiento (salazar et al.,
2018; Segun Eng y Ho, 2019).

Adicionalmente, las concentraciones ele-
vadas de colchicina y un tiempo de expo-
siciébn mas prolongado interfieren con el

Salazar, S., y Zambrano, C.

crecimiento de las plantulas. Esto ocasiona
hiperploidia, pardeamiento y necrosis en el
tejido meristematico, lo que eventualmente
conduce a la muerte de las plantulas (Na-
rukulla et al., 2023). Sin embargo, en esta
investigacion no se registraron pérdidas de
plantulas durante el estudio en todos los
tratamientos con colchicina. Lo anterior re-
salta la importancia de llevar a cabo investi-
gaciones adicionales para comprender com-
pletamente los efectos de la colchicina en
diferentes especies vegetales y condiciones
experimentales.

Hijuelos formados en el margen de las hojas del T4 (0.1% de colchicina 12h) de

K. x laetivirens

Fuente: autores.

La Tabla 2, la Figura 2 y la Figura 3 reve-
lan una correlacion dosis-respuesta entre
la concentraciéon de colchicina y las carac-
teristicas estomaticas de K. x [aetivirens. A
medida que aumenta la concentracién de
colchicina, se observa un crecimiento gra-

dual en el tamano de los estomas, tanto en
longitud como en anchura. Este fenémeno
sugiere una relacion verdadera entre la dosis
aplicada y el volumen de los estomas. Ade-
mas, el indice estomatico, el cual representa
la densidad de estomas en la hoja, exhibe un

Area Agricola



aumento progresivo en relacién con el incre-
mento de la concentracion del procedimien-
to. Esta tendencia sugiere que las concen-
traciones mas altas estan asociadas con una
mayor densidad estomatica. Por ultimo, el
numero de cloroplastos por estoma también
sube con la concentracion, lo que indica una

Tabla 2.
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posible mejora en la capacidad fotosintética
de las células estomdticas bajo condiciones
de tratamiento mads elevadas. Lo anterior
sugiere que las mayores concentraciones de
colchicina inducen cambios morfolégicos y
fisiolégicos en los estomas.

Caracteristicas estométicas. Indice estomatico, largo, ancho y nimero de cloroplastos por

estomas sometidas con colchicina

Dosis de Largo del estoma Ancho del Indice Cloroplastos

Colchicina (pm) estoma (pm) estomatico por estomas
T1(testigo) 28,82 17,42 12,72 10,22
T2 (0,025 %) 31° 21,6° 19,8° 20,4°
T3 (0,05 %) 35,7° 25,2° 20,6° 21,2°
T4 0,1%) 38,4° 29,3° 22,652° 26,5°

Fuente: autores.

Figura 3. Caracteristicas de los estomas de las hojas de K. x laetivirens (A) Estoma del
T1: 10 CL. (B) Estoma del T2: 20 CL. (C) Estoma del T3: 21 CL. (D) Estoma del T4: 26 CL.
Aumento total 1000x. CL: cloroplasto

Fuente: autores.
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La relacion entre el nivel de ploidia y las
caracteristicas estomaticas ha sido objeto de
estudio en varios trabajos de investigacién
recientes. Los hallazgos de Narukulla et al.
(2023) indican un incremento significativo
en el tamafio de los estomas al aumentar el
nivel de ploidia, lo que sugiere una corres-
pondencia directa entre estos dos factores.
Esta asociacidon entre el nivel de ploidia y di-
versas caracteristicas fisioldgicas, incluidas
las dimensiones estomaticas, ha sido corro-
borada por investigaciones previas, como las
de Manzoor et al. (2019). Se ha observado
que las plantas poliploides tienden a exhibir
estomas mds grandes y separados en com-
paracion con sus contrapartes los diploides,
lo cual puede utilizarse como un marcador
para identificar poliploides (Smarda et al.,
2023; Chen et al., 2021).

Ademas del tamano de los estomas, la ploi-
dia también influye en el tamafio y la canti-
dad de organulos en las células estomaticas.
Estudios han demostrado que los estomas
mas grandes en poliploides estan asocia-
dos con un aumento en el niumero de clo-
roplastos en las células protectoras, lo que
puede acarrear consecuencias significativas
en la capacidad fotosintética de las plantas
(Reebild et al., 2024). En investigaciones rea-

CONCLUSIONES

a colchicina se muestra como una opcion
factible para la induccién de poliploidia
en K. x laetivirens, con la posibilidad de ge-
nerar nuevas variedades con caracteristicas

Salazar, S., y Zambrano, C.

lizadas por Barcelé-Anguiano et al. (2021),
encontraron que los cloroplastos eran apro-
ximadamente el doble de voluminosos en las
células estomaticas de tetraploides en com-
paracién con diploides de la misma especie.
Estos cambios anatémicos inducidos por
la ploidia en el aparato estomatico pueden
tener implicaciones importantes en la fisio-
logia de las plantas en lo que respecta a la
conductancia estomadtica y la eficiencia en
el uso del agua. Estudios han sugerido que
la difusion intracelular de gases y agua pue-
de ser mas lenta en células mesdfilas gran-
des y cloroplastos agrandados, lo que puede
afectar la eficacia del intercambio gaseoso y
la efectividad de la utilidad del agua en las
plantas poliploides (Diatta et al., 2022).

Estos hallazgos respaldan la existencia de
caracteristicas estomadticas distintivas en
plantas poliploides como el volumen de los
estomas, la densidad estomatica y el niumero
de cloroplastos en las células. Lo cual sugiere
que estas propiedades podrian ser utilizadas
como marcadores confiables para la identifi-
cacién preliminar de poliploides en diversas
especies vegetales, lo que podria tener im-
portantes implicaciones en la investigacién
agricola.

morfolégicas superiores. Los hallazgos in-
dican mejoras corporales y cambios signifi-
cativos en las propiedades estomaticas de la
planta, lo que sugiere una asociacion entre el

Area Agricola
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nivel de ploidia y estas caracteristicas. Se re-
comienda continuar con investigaciones que
exploren el uso de diversas dosis y periodos
de exposicidn a la colchicina para compren-
der mejor sus consecuencias y maximizar su
capacidad en la mejora de las plantas medi-
cinales, como también para evaluar los efec-
tos fisiologicos y agronémicos de las plantas
poliploides obtenidas.

Sin embargo, es crucial considerar los
eventuales impactos adversos que puedan
presentar dosis mas altas de colchicina en la

viabilidad a largo plazo de las plantas. Este
estudio proporciona una base consistente
para futuras producciones académicas sobre
la induccion de poliploidia en K. x laetivi-
rens utilizando colchicina. Asi, se destaca
la importancia de sopesar cuidadosamente
tanto los beneficios potenciales como los
posibles riesgos asociados con este enfoque
en fitomejoramiento. Ademas, es necesario
evaluar el efecto de estos tratamientos con
colchicina en la produccién de metabolitos
secundarios de plantas de interés medicinal.
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