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RESUMEN

En la industria ornamental, el gladiolo (Gladiolus spp) se encuentra dentro de 
las principales flores de corte a nivel mundial.  La propagación  es a través de 
cormos, con tasas de multiplicación bajas, lo que hace necesario el uso de técnicas 
de cultivo in vitro para obtener material vegetativo con características fisiológicas 
idénticas, uniformes y libres de enfermedades.  Sin embargo, la investigación en 
multiplicación in vitro de gladiolo es escasa. El sistema de inmersión temporal 
(RITA) se usó con éxito para producir microcormos de gladiolo in vitro. A la 
fecha, el sistema de biorreactores de inmersión temporal (BIT) no se ha usado 
para producción de microcormos de gladiolo in vitro, lo cual implica sólo 25 
%  del costo de un sistema RITA. El objetivo fue evaluar tres sistemas de cultivo 
in vitro: medio semisólido, medio líquido en inmersión parcial y medio líquido en 
biorreactores de inmersión temporal (BIT),  para la multiplicación de microcormos 
de gladiolo variedad “Ámsterdam”. En el sistema BIT hubo un incremento de 91 % 
en la multiplicación de microcormos en comparación con el sistema semisólido y 
de 100 % en relación con el sistema de inmersión parcial. También el número de 
brotes fue mayor (41.3) en el sistema BIT que en el sistema de cultivo en medio 
semisólido y en el sistema de cultivo en medio líquido con inmersión parcial (5.8 
y 6.5 brotes por explante). Estos resultados permitieron establecer el uso de 
biorreactores de inmersión temporal como mejor sistema para la multiplicación 
masiva de microcormos de gladiolo. 

Palabras clave: Gladiolus spp, cultivo de tejidos vegetales, Sistemas de 
Inmersión Temporal, microcormos. 

SUMMARY

In the ornamental industry, gladiolus (Gladiolus spp) is one of the main cut flow-
ers worldwide.  The propagation is through corms, with low multiplication rates, 
which makes it necessary to use in vitro techniques to obtain vegetative material 
with identical, uniform and disease-free physiological characteristics.  However, 
the research about in vitro multiplication of gladiolus is scarce. The temporary 
immersion system (RITA) was used successfully to produce gladiolus 
microcorms in vitro. To date, the temporary immersion bioreactor system 
(BIT) has not been used for production of in vitro gladiolus microcorms, which 
represents only 25 % of the cost of a RITA system. The objective was to evalu-
ate three in vitro culture systems: semi-solid medium, liquid medium in partial 
immersion and liquid medium in temporary immersion bioreactors (BIT), for 
the multiplication of gladiolus microcorms of the variety “Ámsterdam”. In the 
BIT system there was an increase of 91 % in microcorms multiplication compared 
to the semisolid system and 100 % in relation to the partial immersion system. The 
number of shoots was also higher (41.3) in the BIT system than in the semi-solid 
culture system and in the liquid culture system with partial immersion (5.8 and 6.5 

shoots per explant). These results allowed the use of temporary immersion bio-
reactors to be established as the best system for the massive   multiplication of 
gladiolus microcorms.

Index words: Gladiolus spp, plant tissue culture, Temporary Immersion 
Systems, microcorms.

INTRODUCCIÓN

El gladiolo (Gladiolus spp) ocupa el octavo lugar a nivel 
mundial como cultivo para flor de corte, en tanto que en 
México ocupa el primer lugar de producción con 4,605.8 
hectáreas; los estados productores son Estado de México, 
Puebla, Morelos, Michoacán, Guerrero, Veracruz y Oaxaca 
(SIAP, 2017). Su reproducción se basa en la multiplicación 
natural de cormos y microcormos. La tasa de multiplica-
ción es lenta (se requieren dos ciclos de cultivo en cam-
po) e insuficiente para abastecer la demanda comercial 
(Memon et al., 2016). El uso de la biotecnología vegetal con 
técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro es aplicable 
en la industria ornamental, ideal para la multiplicación de 
materiales con potencial comercial (García-González et al., 
2010), al obtener material vegetativo con características 
genéticas idénticas, uniformes y libres de enfermedades 
(Torabi-Giclou y Hajieghrari, 2008). 

La aplicación comercial de la propagación in vitro con 
medio de cultivo semisólido puede ser limitada por la can-
tidad de material vegetal que se necesita para poner en 
marcha nuevas unidades de producción, por los altos cos-
tos de producción y por el tiempo requerido para la repro-
ducción, debido a tasas de multiplicación bajas y pérdida 
de material por problemas de contaminación (Lyam et al., 
2012); otra limitante es la escasez de automatización pa-
ra la propagación masiva comercial (Berthouly y Etienne, 
2005; Ruffoni y Savona, 2005; Mehrotra et al., 2007). Lo 
anterior limita la producción comercial de microcormos de 
gladiolo en México.
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El uso de medio de cultivo líquido en lugar de los medios 
semisólidos tiene beneficios en la tasa de crecimiento y 
multiplicación de los tejidos (Ascough y Fennell, 2004; Preil, 
2005), reduce el trabajo del personal, facilita el contacto del 
explante con el medio de cultivo, permite la absorción de 
nutrientes y reguladores del crecimiento, además del es-
calamiento a través de la automatización de los procesos 
(Berthouly y Etienne, 2005; Mehrotra et al., 2007; Businge 
et al., 2017). Sin embargo, la exposición continua del ma-
terial de propagación al medio líquido aumenta el riesgo de 
asfixia e hiperhidricidad (Berthouly y Etienne, 2005; Ruffoni 
et al., 2011; Lyam, 2012). 

El sistema de inmersión temporal (SIT), al combinar 
los beneficios de la aireación del medio sólido y el con-
tacto completo con medio líquido, ofrece una alternativa 
viable en la multiplicación in vitro (Escalona et al., 1999; 
Businge et al., 2017), ya que  proporciona un entorno más 
natural para el cultivo in vitro de plantas. Los brotes cul-
tivados se sumergen periódicamente en un medio líqui-
do y luego se exponen a un entorno gaseoso, a través de 
un sistema semiautomático o totalmente automatizado 
(García-González et al., 2010; Georgiev et al., 2014). Como 
resultado se reducen los costos asociados con el manejo 
y la cosecha, facilitan la renovación del medio de cultivo, 
se reduce el área de estantería y la contaminación, mejo-
ran la supervivencia en la aclimatación, e incrementan la 
eficiencia y la calidad de las plantas (Mehrotra et al., 2007; 
Lyam, 2012). 

En gladiolo se ha estudiado la multiplicación in vitro  en 
diferentes sistemas y condiciones (Prasad y Gupta, 2006;  
Ruffoni et al., 2011). Sin embargo, la investigación en mul-
tiplicación  de microcormos in vitro es escasa (Memon et 
al., 2016). El sistema de inmersión temporal (RITA) se usó 
con éxito para producir microcormos, con diferente tasa de 
multiplicación por efecto del genotipo (Ruffoni et al., 2012). 
A la fecha, el sistema de biorreactores de inmersión tem-
poral (BIT) (Escalona et al., 1999) no se ha usado para pro-
ducción de microcormos de gladiolo in vitro, lo cual implica 
sólo 25 %  del costo de un sistema RITA. Por otro lado, la 
producción in vitro de microcormos de gladiolo es afecta-
da significativamente por el genotipo (Ruffoni et al., 2011), 
por lo que es necesario determinar la respuesta de cada 
genotipo en particular. Con base en lo anterior, el objetivo 
de esta investigación fue evaluar tres sistemas de cultivo 
in vitro: medio semisólido, medio líquido en inmersión par-
cial y biorreactor de inmersión temporal, para la multipli-
cación de microcormos de gladiolo variedad “Ámsterdam”.

MATERIALES Y MÉTODOS

La investigación se llevó a cabo en el Centro de 
Desarrollo Tecnológico de FIRA (Fideicomiso Instituido en 

Relación a la Agricultura), Tezoyuca, Morelos, México. Los 
explantes fueron tomados de cormos de gladiolo, variedad 

“Ámsterdam” plantados en macetas (15.24 cm) con tepojal 
con una granulometría de 5 mm, regados diariamente du-
rante 25 días. El ápice del brote (7 mm de ancho y 15 mm 
de alto) se extrajo de cormos previamente lavados. 

Desinfección de explantes

Con base en ensayos preliminares se determinó la me-
todología de desinfección: los explantes se sumergieron en 
una solución de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) 
al 3 % v/v más 0.5 g L-1 de detergente roma en agua des-
mineralizada y se mantuvieron en agitación constante por 
cinco min. Posteriormente, en condiciones de asepsia, los 
ápices fueron colocados durante 18 minutos en una solu-
ción de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) al 10 % 
v/v con agua destilada estéril; posteriormente se enjuaga-
ron tres veces con agua destilada estéril. 

Establecimiento in vitro

Con base en ensayos preliminares se determinó el me-
dio de cultivo y suplementos orgánicos a usar. Después 
de la desinfección, los ápices se cultivaron en medio MS 
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con tiamina, pi-
ridoxina, glicina, ácido nicotínico (1 mg L-1), 120 mg L-1 de 
inositol, 2 mg L-1 de 6-Benciladenina, 30 g de sacarosa, 6.5 
g L-1 de agar (Merck®), con un pH ajustado a 5.7 (pH metro 
Hanna®). El medio se esterilizó durante 18 min en autocla-
ve (Equipos médicos especiales ARA®) a 1.2 kg cm-2 y 120 

ºC. En cada tubo de cultivo que contenía 10 mL de medio se 
estableció un ápice. Los cultivos se incubaron a 24 ± 2 ºC, 
con fotoperiodo de 16 h luz (1800 lux) y 8 horas de oscu-
ridad. Después de dos periodos de cultivo de 30 días cada 
uno, en el mismo medio de cultivo, se obtuvo cada propá-
gulo (grupos de brotes menores de 10 mm de longitud).

Sistemas de cultivo in vitro

 Para evaluar los tres sistemas de cultivo in vitro se usa-
ron grupos de brotes (menores de 10 mm de longitud) 
obtenidos del establecimiento descrito anteriormente.  El 
medio de cultivo utilizado fue el MS (Murashige y Skoog, 
1962) suplementado con tiamina, piridoxina, glicina, ácido 
nicotínico (1 mg L-1), 120 mg L-1 de inositol, 1.0 mg L-1 de 
ácido 3-Indolbutírico (AIB), 0.6 mg L-1 de 2-isopentil adeni-
na (2iP) (Ruffoni et al., 2012), 80 g de sacarosa y pH de 5.7. 
El medio se esterilizó en autoclave a 1.2 kg cm-2 y 120 ºC 
durante 18 min. Para todos los tratamientos se utilizaron 
frascos de vidrio tipo conserveros de 980 mL. 

Los brotes se cultivaron en tres sistemas: medio semi-
sólido con 6.5 g L-1 de agar, inmersión parcial de acuerdo 
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a Escalona et al. (1999) (5 mm de la base del brote se su-
mergió en medio líquido), e inmersión temporal utilizando 
el Biorreactor de Inmersión Temporal (BIT®) (Escalona et 
al., 1999). En éstos se utilizaron 60, 30 y 250 mL de medio 
de cultivo, respectivamente. En cada sistema se utilizaron 
cinco brotes por frasco. En el caso  del BIT se usaron 3 min 
de inmersión con una frecuencia de 4 h.  El diseño expe-
rimental utilizado fue completamente al azar con cuatro 
repeticiones por tratamiento.

Al igual que el establecimiento in vitro, los cultivos 
se mantuvieron a una temperatura de 24 ± 2 ºC, con un 
fotoperiodo de 16 h luz (1800 lux) y 8 horas de oscuridad, 
usando lámparas de luz blanca. 

La evaluación de los tres sistemas de cultivo se hizo 
después de 110 días de incubación (sin subcultivos). Las 
variables evaluadas fueron número de brotes por explante, 
longitud (mm) de brote, número de raíces, longitud (mm) 
de raíz y número, diámetro y biomasa de microcormos. 
Las variables de longitud y diámetro se midieron con 
vernier digital marca Truper®.

Análisis de datos

Los datos de cada variable se estudiaron mediante aná-
lisis de varianza (ANOVA) y se realizó la prueba de compa-
ración de medias (Tukey ), mediante el paquete estadístico 
SAS versión 9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados del análisis de varianza en las siete varia-
bles evaluadas indicaron diferencias altamente significati-
vas  (P ≤ 0.05) entre los sistemas de cultivo in vitro (análisis 
no mostrado en cuadro). 

Los resultados en cada sistema se muestran en el 
Cuadro 1. El sistema de inmersión temporal BIT claramen-
te generó 80 % más brotes que los otros dos sistemas. El 
sistema con medio semisólido produjo una cantidad de 

brotes similar al sistema de inmersión parcial. De igual 
modo, la longitud de brotes fue mayor en el sistema BIT, 
cuya diferencia fue mayor de 19 % con relación al sistema 
semisólido y 68 % con respecto al sistema de inmersión 
parcial, lo que indica mayor producción de biomasa en los 
cultivos de sistema BIT. Los brotes con menor longitud 
fueron los obtenidos en el sistema de inmersión parcial.

Aunque se reporta que los medios líquidos pueden au-
mentar la tasa de proliferación de brotes, además de per-
mitir la automatización (Prasad y Gupta, 2006), en esta 
investigación se observó que el uso de medio líquido con 
inmersión parcial generó resultados similares a los obteni-
dos con medio semisólido. 

En la comparación de los sistemas de cultivo sólidos y 
líquidos, los sistemas de biorreactores de inmersión tem-
poral (BIT) han demostrado ofrecer beneficios tecnológi-
cos y cuantitativos, como mayor tasa de proliferación, tal 
como ocurrió en esta investigación y como se reporta para 
cultivares de Eucalyptus Birch y Fir (Businge et al., 2017). 
Esto coincide también con lo reportado por Escalona et al. 
(1999) para  piña (A. comosus L.), en donde se observó 
que los explantes cultivados en el sistema de inmersión 
temporal tuvieron la mayor tasa de multiplicación, misma 
que aumentó en 3.5 y 4.8   respecto a la obtenida en me-
dio líquido y sistemas convencionales de soporte sólido, 
respectivamente. Resultados similares se obtuvieron en 
Paeonias sp. (Lezcano et al., 2010).

Además de producción de brotes se logró la formación 
y crecimiento de raíces. Ésta se vio favorecida en el siste-
ma BIT pues se tuvieron cuatro veces más raíces que en 
el sistema semisólido, caso contrario ocurrió en el siste-
ma de inmersión parcial en donde no hubo formación de 
raíces (Cuadro 1). La longitud de raíces fue inversamente 
proporcional al número de éstas, ya que las raíces más lar-
gas fueron las del menor número de brotes obtenidos en el 
sistema con medio semisólido.

Cuadro 1. Características de brotes y microcormos de gladiolo variedad Ámsterdam en tres sistemas de cultivo in vitro. 

Sistema de 
cultivo

Brotes (Núm.)
Longitud de 
brote (mm)

Raíces
 (Núm.)

Longitud de 
raíz  (mm)

Microcormos 
(Núm.)

Diámetro de 
microcormo 

(mm)

Biomasa de 
microcormo  

(g)
MSS  5.75 b 204.2 b     6.75 b 74.95 a   3.00 b 6.20 a 0.252 a
MLIP  6.50 b   80.0 b    0.00  c 0.00 c 0.00 b 0.00 b 0.000 c
BIT 41.25 a 252.5 a 29.50 a 40.00 b 34.75 a 6.57 a 0.352 a

DSH (0.05) 11.40   45.83  7.61 7.37 9.18 1.38 0.116
Medias con letras iguales no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05), DSH: Diferencia significativa honesta. MSS: medio semisólido, MLIP: 
medio líquido en inmersión parcial, BIT: medio líquido en biorreactores de inmersión temporal.
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Con respecto al número de microcormos, el sistema BIT 
incrementó la producción en 11.6 veces en comparación 
con el sistema de cultivo en medio semisólido y 34.8 ve-
ces más que en el sistema de inmersión parcial, en el cual 
no se formaron microcormos (Cuadro 1). Estos resulta-
dos concuerdan con lo reportado por Ruffoni et al. (2012), 
quienes evaluaron la proliferación y el diámetro de micro-
cormos de gladiolo después de 90 días de cultivo. Los 
mismos autores señalan que las plantas crecieron más 
rápido en el sistema de inmersión temporal RITA® que en 
medio sólido; además mencionan que no fue necesario 
hacer subcultivos del material, lo cual permitió cosechar 
los microcormos de gladiolo directamente del biorreactor. 
También hay similitud con lo observado en la producción 
de microtubérculos de papa (Solanum tuberosum), en la 
cual se tuvo mayor cantidad de tubérculos al usar la in-
mersión temporal que cuando se usó medio semisólido 
(Jiménez et al., 1999). 

El diámetro de los microcormos (Cuadro 1) fue similar en 
el sistema de cultivo en medio semisólido y en el sistema 
BIT, en los cuales se tuvo un diámetro de 6.4 mm; de igual 
manera, la biomasa de los microcormos obtenidos en am-
bos sistemas de cultivo fue similar.  Con relación al tamaño 
de las estructuras de multiplicación, Lezcano et al. (2010) 
observaron mayor tamaño de brote principal en Paeonias 
sp. al usar el sistema de inmersión temporal que en me-
dio semisólido y en medio líquido estático. Los resultados 
de la presente investigación contradicen lo reportado por 
Jiménez et al. (1999), quienes indicaron que el sistema de 
inmersión temporal aumentó el tamaño y biomasa de tu-
bérculos de papa. 

El mejor sistema para la multiplicación de brotes y mi-
crocormos de gladiolo in vitro fue el sistema de biorreac-
tor de inmersión temporal (BIT) (Cuadro 1). Lo anterior se 
explica porque en este sistema, de manera periódica, los 
explantes tuvieron contacto con los componentes del me-
dio de cultivo por todos lados durante 3 min, facilitando 
la absorción de nutrientes y reguladores del crecimiento 
(Berthouly y Etienne, 2005; Mehrotra et al., 2007; Businge 
et al., 2017); además, este sistema permite que el medio de 
cultivo y los explantes reciban oxigenación de manera pe-
riódica (Escalona et al., 1999; Businge et al., 2017). Ambas 
situaciones repercutieron en mayor tasa de multiplicación 
de brotes y microcormos.  Los resultados obtenidos en es-
ta investigación serán de utilidad para la propagación ma-
siva de gladiolo con material de calidad física y sanitaria, 
para solucionar la demanda de cormos comerciales en la 
producción de flor de corte. 

En conclusión, la mayor eficiencia de multiplicación de 
brotes y microcormos de gladiolo se logra en el cultivo 

en medio líquido en biorreactores de inmersión temporal 
(BIT), donde se pueden recolectar con facilidad.
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