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Resumen 

 

Bromelia karatas L “Timbiriche” es una especie utilizada como cerco vivo, en 

la elaboración de bebidas refrescantes y coadyuvante contra la diabetes. El 

objetivo del presente trabajo fue establecer cultivos in vitro de B. karatas. y 

analizar el contenido de fenoles totales. Para el establecimiento de cultivos in 

vitro, semillas y explantes foliares fueron desinfectadas y sembradas en medio 

de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con diferentes reguladores 

del crecimiento vegetal (RCV): 6-bencilaminopurina (BAP), ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2.4-D) y tidiazurón (TDZ) bajo diferentes 

concentraciones. Se logró establecer el cultivo aséptico de semillas y hojas, 

así como la germinación bajo diferentes tratamientos de escarificación (66.25-

100%). Las semillas sembradas en medio MS conteniendo 2 mg/L de 2,4-D 

con 1.0 mg/L de BAP formaron callo (78.57%), de apariencia compacta, verde 

y organogénico. Por otro lado, plántulas germinadas in vitro sirvieron como 

fuente de explantes foliares que se sembraron en medio para inducción de 

callo. Así mismo se determinó el contenido de fenoles totales por 

espectrofotometría UV-Vis, empleando como material de referencia el ácido 

gálico en diferentes tejidos derivados de los cultivos in vitro y especímenes 

adultos (frutos inmaduros, frutos maduros, hojas y callo). El material vegetal 

fue secado en estufa o por liofilización. Posteriormente, de la biomasa se 

obtuvieron extractos metanólicos por ultrasonicación (53 kHz, 40°C y 1 h) 

siendo el fruto maduro el tejido que significativamente mayor contenido de 

fenoles totales presentó (1110 mg EAG/100g biomasa PS). Estos compuestos 

son ampliamente conocidos por sus propiedades antioxidantes, útiles en la 

prevención y/o coadyuvantes de múltiples enfermedades asociadas a los 

procesos oxidativos. Los resultados proporcionan información para la 

aproximación en el uso de éste fruto en la medicina tradicional contra la 

diabetes dando alternativas de cultivos que permitan utilizar y conservar dicho 

recurso de manera sustentable. 

 

 

 



Maestría en Ciencias 2016 

 

5  

 

 
Capítulo 1 
 

Introducción 
 

México ostenta el tercer lugar en cuanto a riqueza florística fanerogámica se refiere 
[1], 

aunado a una invaluable e histórica riqueza cultural [2-4]; tal estatus hace indispensable el 

desarrollo de análisis fitoquímicos conjuntamente con estudios agrosocioeconómicos que 

avalen y mejoren el manejo de los recursos, basado en el conocimiento de la especie 

vegetal y con ello lograr su uso sustentable.  

Estudios realizados sobre Bromelia karatas L., comúnmente conocida como “Timbiriche”, 

indican que tiene importancia etnobotánica, se ha reportado su uso en la construcción de 

cercos vivos, así como su empleo ornamental, mientras que del fruto se elaboran bebidas 

refrescantes. También se utiliza en la medicina tradicional, a la especie se le ha atribuido 

actividad hipoglucémica, antiparasitaria, antioxidante, entre otras. Además, tiene 

importancia ecológica, evita la erosión y actúa como hábitat único para muchas especies 

animales. Adicionalmente, se vislumbra su aplicación agrosocioeconómica, ya que en 

algunos lugares la especie vegetal es vista con potencial de exportación en el mercado, 

por su fruto comestible [5-8].  

En México pocos son los estudios que reportan la presencia del Timbiriche en el Estado 

de México [9]. Albarrán (2009) reporta la distribución de dicha especie en el Sur de 

Malinalco, donde el fruto se comercializa de manera local en el mercado de la comunidad, 

sin embargo, no existe producción formal y conocimiento de la importancia 

socioeconómica que esto puede representar [6]. Aunado a ello, en las nuevas 

generaciones ha disminuido el conocimiento del uso de la especie en la medicina 

tradicional y por consiguiente también en el consumo y uso de B. karatas, probablemente 

debido a la pérdida de identidad cultural (usos y costumbres) y la continua disminución de 

las poblaciones de dicha planta, que se ha observado en la comunidad, ya sea por 

adopción de nuevas tecnologías como las cercas de alambre espigado y/o el uso y 

habilitación de tierras para labores agrícolas o casa habitación [8,10]. Lo anterior también ha 

causado pérdida de conocimiento tradicional valioso, y muy probablemente la erosión 

genética del germoplasma de ésta especie [8]
. 

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica biotecnológica que representa una 

alternativa viable para el rescate de especies en peligro de extinción a través de su 

micropropagación, o de especies que se empleen en la medicina tradicional para lograr su 
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uso sustentable, para lograr esto último se requiere un sistema de proliferación masiva de 

células que retengan la capacidad de síntesis de los compuestos asociados a su uso en el 

folcklor medicinal. La técnica se basa en la totipotencialidad celular y el cultivo en 

condiciones asépticas bajo medios formulados con las necesidades del tejido o células en 

estudio [11-14]. 

Debido a lo expuesto anteriormente, es recomendable la generación de cultivos in vitro 

como material de estudio para la validación del uso medicinal de la especie B. karatas, y 

empleando técnicas biotecnológicas ofrecer una alternativa de producción masiva de los 

compuestos asociados a su valor medicinal, lo que redundará en evitar la 

sobreexplotación del recurso, validar la farmacología de la especie y con ello el rescate 

cultural por su uso medicinal, así como fomentar un manejo sustentable y por ende su 

conservación. 
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Capítulo 2 

Antecedentes 

2.1. Riqueza y distribución del género Bromelia 

México tiene el 58% de familias de plantas con flor, a nivel mundial [1]. En México, la 

familia Bromeliaceae está representada por 18 géneros y 342 especies. De manera 

particular el Estado de México cuenta con 6 géneros y 40 especies registradas, de las 

cuáles 30 especies son endémicas de México, y 4 endémicas del Estado de México [15]
. 

El género Bromelia al que pertenece Bromelia karatas L., comprende unas 50 especies 

nativas del Centro y Sudamérica, y las Antillas [16,17], de las cuales 5 se encuentran en 

México (B. alsodes H. St. John., B. palmeri Mez., B. hemispherica Lam., B. pinguin L. y B. 

karatas L.) [18]
. La especie B. karatas L., se encuentra en bosques secos tropicales, 

bosques tropicales semi deciduos y dunas costeras 
[19]

.  

2.2. Descripción botánica de B. karatas L. 

Las Bromeliáceas se subdividen en 3 subfamilas Pitcairnioidae, Tillandsioidae y 

Bromelioidae [20]
. La subfamilia Bromelioidae a la cual pertenece el género de Bromelia 

karatas L., se caracteriza por tener plantas terrestres, poseer flores con ovario ínfero, 

frutos en baya y margen foliar espinoso [16]
. En la especie B. karatas L., el escapo es 

ausente, la inflorescencia posee pubescencia ferrugínea, su flor puede durar varios meses 
[16] y la planta cuenta con reproducción sexual y asexual [8]

. El método más eficiente de 

propagar la especie es en forma vegetativa, a través de la separación de plantas o 

hijuelos que crecen por encima del suelo y en los costados de la planta madre [21-22]. 

2.3 Usos de las Bromelias 

Muchos de los taxa de la familia Bromeliacea, son valiosos desde un punto de vista 

económico, ya que se ha reportado que pueden ser explotadas y comercializadas con 

diversos fines, y no solo a nivel local. Existen diversos ejemplos, entre ellos, su empleo en 

la obtención de fibras, alimento, forraje, combustible, medicina o como elementos 

ornamentales y ceremoniales [15, 23-28]
.  
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Lo anterior incluye a la especie B. pinguin L. ya que se le ha vislumbrado futuro promisorio 

con uso potencial del fruto industrial y alimenticio [8,29-32]
. Sin embargo la mayoría de los 

agricultores cultivan y/o toleran “piñuelares” para cercar sus terrenos, y en la temporada 

de producción del fruto, que ocurre en los meses de Marzo a Julio, cosechan los frutos y 

se alimentan de ellos, sin darle mayor importancia a su manejo por su casi nula inversión 

económica, debido a que la piñuela es resistente a la sequía que medra en suelos 

marginales [8]. Es decir, el cultivo de la especie no tiene una producción formal, o al 

menos, no está bien documentada y entendida.  

Respecto a la especie B. karatas L., se ha reportado principalmente, su uso alimenticio 

por el consumo de los frutos, como cerca viva y en la medicina tradicional se emplea para 

tratar la diabetes. Por otro lado, de nuestro conocimiento, no existen reportes de estudios 

sobre la germinación de las semillas, ni estudios de cultivos in vitro y/o farmacológicos 

que validen su uso y que permitan conocer, aprovechar y conservar a la especie vegetal 
[8, 31, 33]

. 

2.4. Cultivo de células y tejidos vegetales en la Familia Bromeliaceae 

El cultivo de células y tejidos vegetales (CTV) se refiere al conjunto de técnicas usadas 

para crecer células, tejidos u órganos vegetales in vitro, bajo condiciones asépticas, 

controladas y libres de microorganismos [12]
. Se basa en el concepto de “totipotencia”, que 

indica que cualquier célula vegetal contiene una copia íntegra del material genético de la 

planta a la que pertenece sin importar su función o posición en ella, y por lo tanto tiene el 

potencial para regenerar una planta completa [13]. El procedimiento general consiste en 

inocular en un medio de cultivo un fragmento de tejido vegetal, previamente tratado para 

eliminar todo microorganismo que se encuentre en su superficie. El cultivo se incuba bajo 

condiciones ambientales de luz, temperatura y humedad controladas, que junto con las 

fisicoquímicas y nutricionales conducen al desarrollo del explante [11]
. 

En la literatura se encuentran diversos reportes sobre cultivo de tejidos vegetales de la 

familia Bromeliácea. Destacando el uso del CTV para la micropropagación de las 

especies vegetales. La regeneración in vitro en diferentes especies de Bromelias ha sido 

descrita por Droste et al., (2005) [34]
, López et al., (2009) [35]

, Mercier y Barbante (1992, 

1994) 
[36-37]

, Saucedo y Ramos (2008) [38]
 , Roostika y Mariska (2003) [39]

 y Firoozabady y 

Moy (2004) [40]; vía embriogénesis y organogénesis en piña (Ananas comosus); en 

Pseudoananas sagenarius [41]; en especies del género Tillandsia [42]; en Vriesea reitzii [43]; 

en Aechmea “Little Harv” y Tillandsia cyanea [44]; y en Nidularium fulgens [45], en Aechmea 

veitchii y Racinaea crispa [46], entre otras (Tabla 1). Sin embargo, no existen reportes para 

B. karatas L. 
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Tabla 1. Cultivos in vitro reportados para la familia Bromeliaceae 

Especie 

vegetal 

Explante Respuesta Bibliografía 

Aechmea veitchii  

Racinaea crispa 

Semillas, Hojas y 

yemas apicales 

Germinación y formación de callo ( Calderon-Arias et al., 

2011 
[46]

 

Pseudoanana 

sagenarius 

Hojas Callos y múltiples yemas Avico et al., (2006) 
[41]

 

Nidularium fulgens Semilla Raíces Duarte et al., (2009) 
[45]

 

Aechmea Semilla Brotes adventicios Cueva et al., 2006 
[44]

 

Tillandsia cyanea Plántula Callo Cueva et al., 2006 
[44]

 

Vriesea scalaris Hojas Proliferación de brotes adventicios, 

enraizamiento 

Lopes da Silva et al., 

2009  
[35]

 

Tillandsia eizii Semillas Proliferación de brotes adventicios y axilares, 

formación de callo y hojas primordiales y tejido 

vascular diferenciado 

Pickens et al., (2006) 
[42]

 

Ananas comosus Corona (base y 

sección de las hojas 

y núcleo) 

longitudinal) 

Proliferación de brotes axilares, estructuras 

globulares nodulares, embrión somático 

Roostika y Mariska, 2003 
[39]

 

 

2.5. Estudios fitoquímicos en Bromelia karatas L. 

Existen pocos estudios fitoquímicos para B. karatas, se ha reportado la actividad 

antioxidante en frutos maduros [30], que muestran valores similares al antioxidante sintético 

butilhidroxitolueno (BHT) o el antioxidante orgánico, ácido ascórbico. Por otro lado, se han 

encontrado proteasas en los frutos inmaduros, características de la familia Bromeliaceae 
[27], y una específica para B. karatas, “la karatasina” [47]

. 
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Capítulo 3 

Justificación 
 

En México pocos son los estudios que reportan la presencia de Bromelia karatas L. en el 

Estado de México [9]. En el Sur de Malinalco se observa en las nuevas generaciones que 

ha disminuido el conocimiento y por consiguiente el consumo y conservación de la 

especie. Lo anterior también ha causado pérdida de conocimiento tradicional valioso, y 

probablemente la erosión genética del germoplasma nativo la especie [8]
. Por lo que es 

importante conservar la especie vegetal, con el fin de realizar estudios fitoquímicos, así 

como la validación farmacológica. Empleando técnicas biotecnológicas se puede ofrecer 

una alternativa de producción masiva de biomasa con síntesis de los compuestos 

asociados a su valor medicinal, lo que redundará en evitar la sobreexplotación del 

recurso, validar la farmacología de la especie y con ello el rescate cultural por su uso 

medicinal, así como fomentar un manejo sustentable y por ende su conservación. 
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Capítulo 4 

Hipótesis 
 

Bromelia karatas L. produce compuestos fenólicos que potencialmente estén asociados a 

su uso en la medicina tradicional, los cultivos in vitro pueden retener la capacidad de 

síntesis de éstos metabolitos secundarios. 
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Capítulo 5 

Objetivos 

 

5.1. Objetivo general 

 Establecimiento de las condiciones in vitro, para la obtención de cultivos celulares 

de Bromelia karatas L. 

 
5.2. Objetivos particulares 

 Establecer las condiciones para la obtención de cultivos asépticos de explantes 
foliares y semillas de B. karatas. 

 
 Evaluar diferentes tratamientos de escarificación para inducir la germinación de 

semillas de B. karatas. 
 

 Evaluar distintos reguladores del crecimiento vegetal en semillas y explantes 
foliares provenientes de semillas germinadas en condiciones asépticas y de 
plantas adultas de B. karatas, en la inducción de callo y/o respuestas 
morfogenéticas. 

 
 Determinar el contenido de fenoles totales en frutos, explantes foliares y callo de 

cultivos in vitro de B. karatas. 
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Capítulo 6 

Metodología 

 

6.1. Tratamientos asépticos de hojas y semillas 

Se colectaron hojas de especímenes adultos y frutos maduros e inmaduros de Bromelia 

karatas L., en la comunidad de “El Platanar”, Malinalco, Estado de México. Segmentos de 

hoja y semillas fueron desinfectados superficialmente con una solución de detergente 

comercial al 2 y 1 % (p/v) durante 15 y 20 min. respectivamente, seguido de su inmersión 

en una solución de etanol al 70% (v/v) por 30 s. Posteriormente las hojas se sumergieron 

en una solución de hipoclorito de sodio en dos concentraciones (3.0 y 4.2% (v/v)) por 10 y 

15 min., mientras que las semillas, posterior al proceso de escarificación, se sumergieron 

en una solución al 0.6 y 1.2 % (v/v) durante 10 y 20 min., y finalmente en condiciones 

asépticas, en una campana de flujo laminar, se lavaron 5 veces con agua destilada estéril.  

6.2. Tratamientos de escarificación e inducción de germinación. 

Las semillas obtenidas previo a su siembra, fueron sometidas a distintos tipos de 

escarificación (mecánica: remoción de un fragmento de la cubierta de la semilla; térmica: 

inmersión en agua a 30 y 100 °C, por 1 y 5 min; hídrica: inmersión en agua a temperatura 

ambiente por 24 h; y química: inmersión en solución de H2SO4 al 30 % y 98 %, por 1 y 5 

min). A los 8 días de incubación, las semillas fueron bañadas con una solución de ácido 

giberélico (0.2 mg mL-1; GA3). La germinación fue registrada al observar la protrusión de la 

radícula. Se registró el porcentaje de contaminación, se seleccionó el tratamiento con 

menor porcentaje de contaminación para los posteriores experimentos. 

6.3. Preparación del medio y condiciones del cultivo 

Las semillas y fragmentos de hoja (0.5x0.5 cm) fueron sembrados en medio MS [48] a la 

mitad de su concentración conteniendo 1.0% (p/v) de sacarosa y 0.2% (p/v) de phytagel. 

A todos los medios elaborados, se les ajustó el pH a 5.8, con una solución de NaOH 0.1 N 

ó HCl 0.1 N, antes de su esterilización en autoclave a 121°C durante 20 min. Los cultivos 

fueron mantenidos a 25° ± 2°C con dos diferentes condiciones lumínicas, bajo un 

fotoperiodo de 16 h luz a una irradiancia luminosa de 50 µmol m-2 s-1 y en oscuridad total. 

Todos los medios fueron suplementados con agentes antioxidantes, 150 mg/L de ácido 

ascórbico, 100 mg/L de ácido cítrico, 500 mg/L de polivinilpirrolidona (PVP) y 250 mg/L de 

L-cisteína. 
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6.4. Inducción de callo y/o respuestas morfogenéticas. 

Segmentos de hoja provenientes de especímenes adultos de B. karatas, y fragmentos de 

hoja derivados de plántulas germinadas in vitro fueron sembrados en medio de cultivo MS 

conteniendo 3.0% (p/v) de sacarosa, phytagel al 0.2% (p/v) y suplementados con 

diferentes concentraciones de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 0.0, 0.5, 1.0,1.5, 2.0, 

3.0 y 5.0 mg/L) en combinación con bencilaminopurina (BAP; 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L) 

o TDZ (Tidiazurón) (0, 0.1, 1.0 y 3.0 mg/L). Mientras que en los medios de cultivo para las 

semillas, las concentraciones usadas fueron: 2-4 D (0, 0.1, 0.5, 1.0, 1,5 y 2.0 mg/L) con 

BAP (0.0, 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/L). Las respuestas morfogenéticas y/o callo fueron 

registradas a los 30 días de incubación, determinando la frecuencia de inducción, como el 

número de explantes formando la respuesta con respecto al total de explantes 

sembrados. Los cultivos que mostraron los más altos porcentajes de inducción fueron 

proliferados a través del subcultivo en medio fresco con la misma formulación de RCV. 

6.5 Determinación de la viabilidad de semillas de B. karatas L. 

10 semillas por triplicado fueron sumergidas en agua destilada durante 16 h a temperatura 

ambiente. Posteriormente fueron disectadas longitudinalmente cuidando la integridad del 

embrión y colocadas en caja Petri cubiertas con una solución al 1 % (p/v) de cloruro de 2, 

3, 5–trifenil-2H-tetrazolio (Tetrazolio) por 16 h y almacenadas en oscuridad total a 35°C. 

Inmediatamente después, se retiró el exceso de Tetrazolio con lavados de agua destilada. 

Finalmente, se expuso el embrión para su observación en microscopio estereoscópico y 

se evaluó su viabilidad [49].  

6.6 Aclimatación de plántulas a condiciones ex vitro 

Plántulas de 90 d de edad, con 6-12 cm de longitud, germinadas bajo condiciones 

asépticas en medio MS, fueron extraídas de los frascos de cultivo, lavadas con agua 

corriente para retirar el exceso de medio de cultivo y sembradas en macetas conteniendo 

una mezcla estéril de peat-moss con agrolita (1:1), cubiertas con bolsas de polietileno por 

4 semanas, las cuales fueron regadas cada 3 d durante la primer semana y 

posteriormente cada 8 d. 

6.7. Extracción y análisis del contenido de fenoles totales 

Biomasa fresca de los cultivos in vitro (fragmentos de hoja) y frutos maduros e inmaduros 

de B. karatas fue secada en un horno de secado a 60°C por 72 h ó liofilizada. Muestras 

secas (100 mg) se sumergieron en metanol (50 y 100 mL) para la extracción de los 

compuestos fenólicos y concentrados en rotavapor. El contenido de fenoles totales (CFT) 

se determinó mediante el método Folin-Ciocalteau [50]. Empleando el ácido gálico (AG) 

como estándar, se elaboró una curva patrón (1-20 mg L-1), con un coeficiente de 

correlación (r2) ≥ 0.9. Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de 

ácido gálico por 100 gramos de biomasa seca (mg EAG 100g-1). 
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6.8. Análisis estadístico 

Todos los experimentos y las determinaciones se realizaron en lotes de 5 tubos 

conteniendo 5 semillas o fragmentos de hoja por tubo y por triplicado. Los datos fueron 

sujetos a un análisis de varianza usando el software estadístico NCSS. Para la 

comparación de medias se empleó la prueba de Tukey (p≤0.05). 
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Capítulo 7 

Resultados y Discusión 
 

7.1. Inducción de callo  

Los valores más altos en la inducción de callo (78.57 y 76.7%) se registraron en las 

semillas creciendo en medios conteniendo (2 mg/L de 2,4-D con 1.0 mg/L de BAP) y (1.0 

mg/L de 2,4-D con 1.0 mg/L de BAP) respectivamente. Los cultivos presentaron 

problemas de oxidación y en general, el crecimiento de la biomasa fue lento, para mitigar 

esto, los medios se enriquecieron con compuestos antioxidantes, entre ellos al ácido 

cítrico (100 mg/L), ácido ascórbico (150 mg/L), PVP (500 mg/L), L-cisteína (250 mg/L) y 

carbón activado (1g/L), aunque se redujo significativamente el proceso oxidativo, los 

cultivos siguieron mostrando la tendencia de oxidación. El callo generado fue de color 

verde y organogénico, mostrando la formación de numerosos brotes.  

Por otro lado, explantes de hoja juvenil y hoja de plántulas de 7 días de edad, generadas 

en condiciones asépticas, fueron sembradas en medios conteniendo TDZ o 2,4-D y BAP 

para la inducción de callo. Ninguno de los tratamientos generó callo. Contrario a lo que se 

reporta en explantes de hoja en la especie B. pinguin [51].  

7.2. Análisis del contenido de fenoles totales 

El contenido de fenoles totales en los diferentes explantes de la especie B. karatas varía 

desde 94 mg EAG/100g biomasa de peso seco (PS), en fruto seco en horno de secado, 

hasta 1110 mg EAG/100g biomasa PS, en fruto maduro liofilizado (Tabla 1). En términos 

generales, el mejor procedimiento de secado es por medio de liofilización. En el caso del 

callo, la variante que presentó mayor cantidad de fenoles es el callo pardo, esto podría 

deberse al estrés oxidativo [52] que se observa. Finalmente el fruto maduro es el explante 

con la mayor cantidad de fenoles determinada, mayor al reportado para zumo del fruto 

verde o maduro de la misma especie (290 y 407 mg EAG/100g, respectivamente) [31]. Sin 

embargo, menor al valor reportado en extractos de especies de importancia por su 

contenido de fenoles como Camelia sinensis (Té verde; 18 g EAG/100g biomasa) [53]. Los 

resultados muestran que B. karatas, “Timbiriche” contiene una importante cantidad de 

fenoles que puede ser una primera aproximación en la confirmación del uso etnobotánico 

del fruto en la medicina tradicional. Estos compuestos son ampliamente conocidos por sus 

propiedades antioxidantes, útiles en la prevención y/o coadyuvantes de múltiples 

enfermedades asociadas a los procesos oxidativos, como enfermedades degenerativas 

incluyendo el cáncer y la diabetes. De acuerdo a los resultados del presente trabajo, se 
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puede sugerir a la población el consumo del fruto como coadyuvante en el tratamiento de 

los síntomas de enfermedades degenerativas. Finalmente éstos resultados podrían 

ayudar en el manejo y conservación de la especie ya que se obtuvo información que 

ayuda a conocer y manejar mejor el recurso, rescatando culturalmente a la especie en 

base a su uso medicinal/alimenticio, dando alternativas de aprovechamiento sustentable 

con el cultivo in vitro. Sin embargo, son necesarios posteriores estudios para el mejor 

conocimiento de los potenciales usos de la especie vegetal. 

 

Tabla 2. Contenido de fenoles totales de frutos y explantes in vitro de Bromelia karatas L.  

EXTRACTO mg EAG/100g biomasa P.S * 

FRUTO I. LIOFILIZADO 472 ± 2.6 

FRUTO M. LIOFILIZADO 1,110±29.32  

FRUTO I. SECO EN HORNO 94±1.2 

FRUTO I. FRESCO 118.71 ±1.3 

CALLO BLANCO 184±9.78 

CALLO PARDO 205±0.2 

HOJA VERDE 741±10 

HOJA ETIOLADA 204±13.31 

*Los valores representan el promedio y DS, n=3. 
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Capítulo 8  

Conclusiones 
 

Se obtuvo un 78.57 % de inducción de callo en el tratamiento conteniendo 2 mg/L de 2,4-

D y 1.0 mg/L de BAP en semillas. Los resultados del análisis de contenido de fenoles 

totales en explantes de fruto maduro e inmaduro, callo y hoja de la especie B. karatas, 

evidencian importantes contenidos de fenoles, comúnmente asociados a la capacidad 

antioxidante de las especies vegetales, principalmente en el fruto maduro liofilizado que 

registró el mayor contenido de fenoles al compararse con los valores determinados para 

los otros tejidos evaluados. El método de secado por medio de liofilización en fruto tuvo 

mejores resultados en la obtención de fenoles. Los resultados del presente trabajo 

pueden representar una estrategia en la conservación y potencial uso de B. karatas. 
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Capítulo 9 

Perspectivas 
 

En base a los resultados del presente trabajo, es conveniente continuar con el análisis 

fitoquímico, para mejorar el proceso de extracción, identificar los compuestos en los 

extractos, y cuantificar la actividad antioxidante, información que podría ser de utilidad no 

sólo en el tratamiento de la diabetes, enfermedad de impacto mundial, sino en varias 

enfermedades asociadas a problemas oxidativos ayudando en la calidad de vida de los 

pacientes. 
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GERMINACIÓN Y ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS IN VITRO DE 1 

Bromelia karatas L 2 

 3 
 4 

IDEAS DESTACADAS (HIGHLIGHTS) 5 

 In vitro germination of B. karatas 6 

 In vitro evaluation of scarification treatments in germination of B. karatas seeds 7 

 The time of seed germination of B. karatas was significantly reduced by in vitro culture 8 

 Plant Tissue Culture, alternative of conservation and management in B. karatas 9 

 10 
 11 

RESUMEN 12 

Bromelia karatas L. es una especie nativa de América, que se usa como alternativa en el 13 

tratamiento de la diabetes mellitus en la medicina tradicional, y en el cerco de terrenos. La 14 

sobreexplotación del recurso vegetal y el cambio en el uso del suelo han llevado a una 15 

drástica disminución en los reservorios fitogenéticos. Para inducir la germinación in vitro, 16 

semillas de B. karatas fueron desinfectadas superficialmente y escarificadas mecánica, 17 

térmica, hídrica y/o químicamente, posteriormente sembradas en medio Murashigue y Skoog 18 

(MS) e incubadas en 2 diferentes condiciones lumínicas. El tratamiento de escarificación con 19 

el mayor porcentaje de germinación (100 %) fue la exposición de las semillas a H2SO4 (98 %; 20 

5 min) independientemente de la condición lumínica. Mientras que el tratamiento para el 21 

establecimiento de los cultivos asépticos (0 % de contaminación), consistió en la exposición 22 

de las semillas, posterior a la escarificación química, a una solución de hipoclorito de sodio al 23 

0.6 % durante 10 min. Adicionalmente, en los cultivos in vitro, se logró acelerar el tiempo de 24 
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germinación hasta 36 veces, respecto a los datos reportados en campo. Estos resultados 25 

aportan información, que puede formar parte de programas de aprovechamiento sustentable y 26 

conservación de la especie. 27 

Palabras clave: viabilidad de las semillas, manejo sustentable, escarificación 28 

 29 
 30 

ABSTRACT 31 

Bromelia karatas L. is a native species of America that has use as an alternative in the 32 

diabetes mellitus treatment into traditional medicine and as living fence. Overexploitation of 33 

vegetal resources and changes in land use, have led to a drastic decline of this plant genetic 34 

reservoirs like home gardens. To induce in vitro germination, B. karatas seeds were 35 

superficially disinfected and scarified mechanical, thermal, hydric and/or chemically. Then 36 

seeds were inoculated on Murashige and Skoog (MS) medium and incubated in 2 different 37 

lighting conditions. The significantly higher germination percentage (100 %), was in the 38 

scarification treatment with the exposure of seeds to H2SO4 (98 %, 5 min) regardless of lighting 39 

conditions. While treatment for the establishment of the aseptic cultures (0 % contamination) 40 

consisted in exposure of seeds and after scarification, to a solution of sodium hypochlorite at 41 

0.6 % for 10 min. Additionally, in vitro cultures, it was possible to accelerate the germination 42 

time up to 36 times These results provide information that may form part of programs for 43 

sustainable use and conservation of this species. 44 

Key words: seed viability, sustainable management, scarification 45 

 46 

 47 



INTRODUCCIÓN 48 

Bromelia karatas L. conocida popularmente como Timbiriche, pertenece a la familia 49 

Bromeliaceae, es una especie nativa de América con importancia etnobotánica, utilizada como 50 

cerco vivo, especie ornamental, bebida refrescante y medicinal (Orellana et al, 2004). 51 

Respecto a su empleo en la medicina tradicional, al fruto, se le ha atribuido actividad 52 

antidiabética, antiparasitaria, antioxidante entre otras (Moyano et al., 2012; Orellana et al, 53 

2004) y se ha encontrado una proteasa en el fruto llamada karatasina (Montes et al., 1990), 54 

por otro lado; también tiene importancia agrosocioeconómica, por su comercio potencial del 55 

fruto comestible (Orellana et al, 2004), así como ecológica, al evitar la erosión del suelo, y 56 

como hábitat único para diversas especies animales (Benzing, 2000). Aun cuando se conoce 57 

el uso del fruto como coadyuvante en el tratamiento contra la diabetes y otros padecimientos, 58 

las poblaciones de B. karatas han disminuido drásticamente, principalmente del Centro y 59 

Sudamérica (Orellana et al, 2004). Dada su problemática, es importante realizar esfuerzos 60 

para su conservación y validación de su potencial uso. 61 

El cultivo de tejidos vegetales ha demostrado ser de gran utilidad en la conservación de 62 

especies vegetales, cuyas poblaciones se encuentran en riesgo, dando alternativas de 63 

conservación y aprovechamiento sustentable, así como herramienta para validar 64 

fitoquímicamente el uso medicinal de las plantas. Durante los últimos años se han efectuado 65 

diversos trabajos sobre la germinación de bromelias, los estudios muestran alta variabilidad en 66 

cuanto a requerimientos de luz, temperatura, empleo de reguladores del crecimiento vegetal, 67 

procesos de escarificación, y los tiempos y porcentajes de germinación de cada especie (7-68 

110 d y 8-99 %, respectivamente) (Coelho et al., 2011; Klekailo et al., 2012; Pompelli, 2006). 69 

Esto puede atribuirse a que existen semillas que debido a las características físicas y 70 



químicas del tegumento, presentan estructura o consistencia compacta e impermeable al agua 71 

y gases, lo cual inhibe mecánica y químicamente la germinación (Cohelo et al, 2011). Para 72 

superar esto, en condiciones naturales, las semillas de las bromelias terrestres son 73 

dispersadas por mamíferos (Beisiegel & Mantovani, 2006; Motta-Junior & Martins, 2002). En 74 

algunos estudios se ha demostrado la dormición por presencia de tegumentos impermeables 75 

en la semilla, que parcialmente es removida por un proceso de escarificación al pasar éstas 76 

por el tracto digestivo de los animales (Cohelo et al, 2011; Pompelli, 2006). En B. karatas no 77 

existen reportes al respecto, por esta razón el objetivo del presente trabajo es conocer el 78 

efecto de diferentes agentes y tipos de escarificación, que favorezcan la germinación de las 79 

semillas de B. karatas, bajo condiciones de cultivo in vitro, para la obtención de biomasa 80 

vegetal que posteriormente permitan la micropropagación de la especie y su estudio 81 

fitoquímico. 82 

 83 

MATERIALES Y MÉTODOS 84 

Material vegetal 85 

En Febrero de 2014 se colectaron infrutescencias maduras de especímenes reproductivos de 86 

B. karatas, en la comunidad El Platanar Malinalco, Estado de México (19° 01´ 58´´de latitud 87 

norte y 99° 33´24´´ longitud oeste). Los frutos fueron lavados con agua corriente y detergente, 88 

posteriormente fueron seccionados y las semillas fueron removidas, éstas últimas fueron 89 

lavadas con agua corriente para retirar el exceso de pulpa y secadas a temperatura ambiente. 90 

Las semillas obtenidas, previo a su siembra, fueron sometidas a distintos tipos de 91 

escarificación (mecánica: remoción de un fragmento de la cubierta de la semilla; térmica: 92 

inmersión en agua a 30 y 100 °C, por 1 y 5 min; hídrica: inmersión en agua a temperatura 93 



ambiente por 24 h; y química: inmersión en solución de H2SO4 al 30 % y 98 %, por 1 y 5 min). 94 

Posteriormente, las semillas fueron desinfectadas superficialmente al ser sumergidas en una 95 

solución de detergente comercial al 1 % (p v-1) durante 20 min, seguido de una solución de 96 

alcohol etílico al 70 % (v v-1) durante 30 s, posteriormente se sumergieron en una solución de 97 

hipoclorito de sodio (0.6 y 1.2 % v v-1, 10 y 20 min) y finalmente se lavaron 5 veces con agua 98 

destilada estéril y sembradas en medio Murashige y Skoog (MS, 1962) a la mitad de su 99 

concentración conteniendo 1.0 % (p v-1) de sacarosa, 0.2 % (p v-1) de phytagel, 500 mg L-1 de 100 

polivinilpirrolidona, 500 mg L-1 de carbón activado y 250 mg L-1 de cisteína. Todos los medios 101 

fueron ajustados a pH 5.8 con una solución de NaOH 0.1 N, antes de su esterilización en 102 

autoclave a 121 °C durante 20 min. Los cultivos fueron incubados con dos diferentes 103 

condiciones lumínicas, bajo un fotoperiodo de 16 h luz a una irradiancia luminosa de 50 µmol 104 

m-2 s-1 y en oscuridad total. A los 8 días de incubación, las semillas fueron bañadas con una 105 

solución de ácido giberélico (0.2 mg mL-1; GA3). La germinación fue registrada al observar la 106 

protrusión de la radícula. 107 

 108 

Germinación de semillas de B. karatas 109 

Se estimaron los siguientes parámetros (Klekailo et al., 2012): porcentaje de germinación 110 

𝐺(%) =
N𝑔𝑒𝑟𝑚

N𝑠𝑒𝑚
; tiempo promedio de germinación 𝑡 =

Ʃn𝑖 x t𝑖

Ʃn𝑖
; tasa promedio de germinación 𝑉 =111 

1

𝑡
; coeficiente de variación del tiempo de germinación 𝐶𝑉𝑡 =

𝐷𝑆𝑡

𝑡
𝑥100; incertidumbre del 112 

proceso de germinación 𝑈 = ∑ 𝑓𝑖𝑙𝑜𝑔2𝑓𝑖
𝑘
𝑖=1 ; y la sincronización del proceso de germinación 𝑍 =113 

∑ 𝐶n𝑖,2
𝑘
𝑖=1

𝐶Ʃ𝑛𝑖,2
. 114 

 115 



Determinación de la viabilidad de semillas de B. karatas 116 

10 semillas y por triplicado, fueron tomadas al azar para evaluar su viabilidad mediante la 117 

prueba de Tetrazolio (Elizalde, 2014). 118 

 119 

Aclimatación de plántulas a condiciones ex vitro 120 
 121 
Plántulas de 90 d de edad, con 6-12 cm de longitud, germinadas bajo condiciones asépticas 122 

en medio MS, fueron extraídas de los frascos de cultivo, lavadas con agua corriente para 123 

retirar el exceso de medio de cultivo y sembradas en macetas conteniendo una mezcla estéril 124 

de peat-moss con agrolita (1:1), cubiertas con bolsas de polietileno por 4 semanas, las cuales 125 

fueron regadas cada 3 d durante la primer semana y posteriormente, cada 8 d. 126 

 127 

Análisis estadístico 128 

Todos los experimentos se realizaron en lotes de 5 tubos conteniendo 5 semillas y por 129 

triplicado. Los datos fueron sujetos a un análisis de varianza usando el software estadístico 130 

Statgraphics (Centurión XVI.II). Para la comparación de medias se empleó la prueba de Tukey 131 

(p≤0.05). 132 

 133 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 134 

De todos los tratamientos evaluados para la desinfección superficial y escarificación de las 135 

semillas, el tratamiento que registro el significativamente menor porcentaje de contaminación 136 

(0 %) y el significativamente mayor porcentaje de germinación (100 %), fue la escarificación 137 

química  (H2SO4 98%, 5 min) e independientemente de la condición lumínica de incubación 138 

(Tabla 1). En este tratamiento, la germinación se observó a partir de los 0 y hasta los 5 d de 139 



cultivo, que representa 36 veces menos que en campo (~180 d, dato obtenido de entrevistas a 140 

campesinos), mientras que los otros tratamientos incluyendo el control, mostraron un rango en 141 

el tiempo de germinación de 0-70 d. La germinación oscilo entre el 25-100%, siendo marcada 142 

la respuesta en la escarificación térmica (100°c) y química (H2SO4 98% y 30%). En general, 143 

las plántulas, mostraron un desarrollo adecuado, con la generación de hojas verdes, largas 144 

con márgenes espinosos, y distribuidas en roseta (Fig. 1). Los resultados obtenidos en el 145 

presente trabajo se encuentran dentro de los rangos reportados para la otras especies de la 146 

familia Bromeliaceae, el rango del tiempo de germinación a temperaturas de 25-35°C oscila 147 

entre los 3-110 d, y los porcentajes de germinación, se reportan con 30-99 %, en semillas 148 

incubadas en cajas plásticas con papel humedecido con H2O destilada, en una cámara de 149 

crecimiento (Anastacio & Santana, 2010; Coelho et al., 2011; Da Rosa & Ferreira, 1998; Da 150 

Silva et al., 2009; Dutra et al; 2010; Pickens et al., 2006; Sosa-Luría et al., 2012). 151 

Insertar Tabla 1 152 

Respecto al tratamiento de escarificación que registró los mayores porcentajes (H2SO4 al 98 153 

% por 1 min), es similar a lo reportado para Bromelia balansae (Coelho et al., 2011), mientras 154 

que en Bromelia serra no favoreció la germinación (Klekailo et al., 2012), y contrario a lo 155 

observado en Ananas ananassoides, bajo el mismos tratamiento, la germinación fue menor 156 

(76%), lo cual puede deberse a que las semillas de B. karatas, B. balansae y B. serra 157 

presentan dormancia tegumentaria, mientras que en A. ananassoides, no se reporta esta 158 

característica (Anastacio & Santana, 2010). Es importante mencionar que posterior a 2 meses 159 

de almacenamiento, las semillas muestran daños importantes en la cubierta por la exposición 160 

al H2SO4, debido a ello se disminuyó el tiempo de exposición (1 min) en el proceso de 161 

escarificación en los posteriores experimentos. 162 



Insertar Figura 1 163 

En cuanto a los parámetros del proceso de germinación determinados en B. karatas, los 164 

valores del coeficiente de variación en el tiempo (CVt) así como de la incertidumbre de 165 

germinación (U), que se traduce en un periodo prolongado de germinación, en los 166 

tratamientos 5, 8 y 10 son altos (Tabla 2), no así el índice de sincronización del proceso 167 

germinativo (Z=0; e.g. tratamientos 5 y 8) (Tabla 2). Estos resultados son similares a lo 168 

reportado en A. ananassoides, Dyckia tuberosa y B. serra (Anastacio & Santana, 2010; Vieira 169 

et al, 2007; Klekalio et al., 2012), los autores lo atribuyen a la dormancia que presentan las 170 

semillas, lo que les permite aumentar las posibilidades del establecimiento de la especie 171 

vegetal. Durante la fase de latencia, las semillas pueden mantener su viabilidad durante largos 172 

periodos de tiempo, esperando las condiciones adecuadas para su desarrollo. Como una 173 

estrategia que permitiría a la especie formar bancos de semillas persistentes. 174 

Insertar Tabla 2 175 

Es conveniente mencionar que con el incremento del tiempo de almacenamiento de las 176 

semillas de B. karatas (6 meses), el %G disminuyó en un rango del 40-70%. Datos 177 

corroborados con la prueba de viabiliadad de Tetrazolio (30-60 %). La germinación está 178 

relacionada con la progresiva pérdida de la capacidad de germinar (viabilidad) y el tiempo que 179 

tardan en perder su viabilidad (longevidad), éstas características son específicas para cada 180 

especie, y aunado a las condiciones morfológicas y fisiológicas de las semillas en el momento 181 

de la siembra, así como de las condiciones ambientales del lugar de colecta (Sosa-Luría et al., 182 

2012). La viabilidad encontrada en B. karatas concuerda con los datos reportados para 183 

Bromelia pinguin (80%, 6 meses) (Flores et al., 2010). 184 



Por otro lado, las plántulas de B. karatas de 3 meses de edad, obtenidas en cultivos in vitro, 185 

se desarrollaron normalmente alcanzando un tamaño de 6-12 cm. Posteriormente, fueron 186 

lavadas y sembradas en macetas para su aclimatización ex vitro, logrando un 100 % de 187 

sobrevivencia a los 30 d, con un crecimiento de 1 cm en promedio (Fig. 2). Datos reportados 188 

para especies de la misma familia Hechtia myriantha y Tillandsia limbata, muestran menor 189 

crecimiento que B. karatas (0.3 mm y 0.1 mm en 24 días, respectivamente) y no lograron 190 

sobrevivir ex vitro, después de 11 d (Elizalde, 2014). El proceso de aclimatación exitosa, 191 

aunado a los altos porcentajes de germinación, puede ser empleado en un proceso de 192 

propagación masiva de B. karatas. 193 

Insertar Figura 2 194 

 195 

CONCLUSIONES 196 

Se logró establecer las condiciones asépticas para el establecimiento de cultivo in vitro en 197 

semillas de B. karatas con detergente 1 %-15 min, e hipoclorito de sodio 0.6 %- 10 min. Bajo 198 

este tratamiento de desinfección y con la escarificación química (H2SO4, 98 %-5 min), se logró 199 

el 100% de germinación, demostrando ser un tratamiento eficiente para superar la dormancia 200 

tegumentaria en semillas de B. karatas, comenzando el proceso de germinación a los 5 d, 201 

representando 36 veces menos el tiempo necesario, al compararse con datos reportados de 202 

campo. Por otro lado, el protocolo de propagación a través de la semilla, fue comprobado 203 

hasta la aclimatación ex vitro con un 100% de sobrevivencia. Éstos resultados pueden 204 

aplicarse en programas de propagación, conservación y aprovechamiento sustentable de B. 205 

karatas. 206 

 207 
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Fig.1 Cultivos in vitro de Bromelia karatas, (a) Semillas germinando, (b) Plántulas de 30 d de edad, 16 
creciendo en medio MS, incubadas a 25°C y bajo un fotoperiodo de 16 h luz. 17 
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Fig. 2 Plántulas de Bromelia karatas, (a) Plántulas desarrolladas in vitro, a los 90 días de edad, (b) 50 
Plántulas aclimatadas ex vitro en peat moss-agrolita a los 30 días de su extracción de las condiciones in 51 

vitro. 52 
 53 

a b 
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Tabla 1. Efecto de los tratamientos de escarificación evaluados, en la germinación de semillas de B. 10 
karatas, a los 30 días de cultivo en medio MS 11 

 12 

Tratamiento Escarificación 
% 

Germinación 

Control Ninguna 0.0a 

1 
Mecánica 

0.0a 

2 Hídrica 20°C, 24 h 0.0a 

3 
Térmica 30°C, 1 min 

0.0a 

4 
Térmica 30°C, 5 min 

0.0a 

5 Térmica 100°C, 1 min 25±10b 

6 Térmica 100°C, 5 min 50±0c 

7 Química 30%, 1 min 80±20d 

8 Química 30%, 5 min 10±0a 

9 Química 98%, 1 min 70±10d 

10 Química 98%, 5 min 100±0e 

Los datos representan el promedio de tres réplicas ± DS. Medias en columnas, con diferente letra son significativamente diferentes (p≤0.5). 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
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Tabla 2. Efectos de los tratamientos de escarificación sobre los parámetros en el proceso de germinación 35 
de B. karatas, bajo cultivo in vitro 36 
 37 

 38 
 39 
 40 
 41 
 42 

 43 
 44 

 45 
 46 
 47 
 48 
 49 

 50 
 51 
 52 

 53 
 54 
 55 
 56 
 57 
 58 
 59 

Tratamiento 
Germinación 

(% G) 

Tiempo 
promedio 

de 
germinación 

(t) 

Tasa media 
de 

germinación 
(v) 

Índice de 
sincronización 
del proceso de 
germinación 

(Z) 

Incertidumbre 
del proceso 

de 
germinación 

(U) 

Coeficiente de 
variación en el 

tiempo de 
germinación 

(CVt) 

 
Control 

 
00.0 

 
00.00 

 
0.000 

 
0.00 

 
00.00 

 
00.00 

T5 25.0 82.00 0.012 0.00 24.00 25.36 
T6 50.0 23.20 0.043 0.60 00.00 29.13 
T7 80.0 72.13 0.013 0.14 00.40 26.63 
T8 10.0 53.00 0.018 0.00 33.33 43.80 
T9 70.0 61.17 0.016 0.20 01.22 17.17 

T10 100.0 5.80 0.017 0.35 33.33 47.05 


