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RESUMEN

Una alternativa para resolver problemas de
dormancia, obtencion masiva de plantas y
biomoléculas de interés es el cultivo in vitro, el
objetivo de este trabajo fue inducir la germina-
cion y establecer el cultivo de callo de Rubus
adenotrichus. Se probaron tres métodos de
escarificacion: 1) inmersion en acido sulfiirico
(30 y 60 min), 2) inmersion en hipoclorito de
sodio (72 h) y 3) remocion de la cubierta de la
semilla, este Gltimo tratamiento fue el mejor,
generando un 68% de porcentaje de germina-
cion, en medio Murashige Skoog (MS) sin re-
guladores. Las plantulas obtenidas tuvieron un
desarrollo similar al de las plantas silvestres.
Para la induccion de callo, se emplearon hojas
de plantas silvestres como explantes y fueron
colocadas en dos tipos de medio: MS, con 1
mg/L de acido naftalenacético y 0.5 mg/L
cinetina) y Woody Plant Medium (WPM) con
0.5 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético y
0.75 mg/L de cinetina. En ambos medios se
desarroll6 un callo friable y pigmentado. El
proceso de escarificacion es fundamental para
la germinacion de esta especie. El empleo de
los medios MS y WPM, con los reguladores
adicionados son promotores de la produccion
de callos friables.

Palabras clave: germinacion in vitro,
callo, Rubus, reguladores de crecimientos,
escarificacion.

ABSTRACT

An alternative to solve dormancy problems,
in vitro clonal propagation and interesting
biomolecules isolation, is the tissue culture
technique, objective of this work was to
induce germination and establish of callus
culture of Rubus adenotrichus. Three scari-
fication methods were tested: 1) inmersion
in sulfuric acid (30 and 60 min), 2) inmer-
sion in sodium hipoclorite for 72 h, and 3)
removal of seed coat. The cover removal
was the best scarification treatment, it ob-
tained the highest germination percentage
(68%) in media MS without regulators,
the developed plants have the morphologic
characteristics of wild plants. For callus
induction explants of leaves MS and WPM
(Woody Plant Medium) media were used.
Both, MS (with a-naphthalene-acetic acid
1 mg/L and kinetin 0.5 mg/L) and WPM
(with 2,4-dichlorophenoxiacetic acid 0.5
mg/L and kinetin 0.75 mg/L) developed
friable and pigmented callus. In this spe-
cies the scarification process is essential
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for germination. MS and WPM media and
plant growth regulators added are promoter
of callus friable.

Key words: germination in vitro, callus,
Rubus, growth regulators, scarification.

INTRODUCCION

El género Rubus pertenece a la familia Ro-
saceae, y comprende mas de 700 especies.
(Tomezyk and Gudj, 2005; Mertz et al.,
2007). Rubus adenotrichus forma parte de
la flora silvestre de Veracruz y localmente
es apreciada por sus frutos comestibles y
por sus propiedades medicinales (Navarro
y Avendano, 2002; Mertz et al., 2007,
Barbosa et al., 2007); Acosta-Montoya et
al., 2010 y Martinez-Cruz et al., 2011 re-
portan compuestos fenolicos con actividad
antioxidante en esta especie. Sus semillas
presentan cubierta dura e impermeable
lo que causa un fenémeno de dormancia
externa (Jennings, 1988; Nybom, 1980;
Ourecky, 1975), este fenomeno aunque
optimiza la distribucion de la germinacion
en el tiempo, a veces es considerado un
rasgo indeseable (Kermode, 2005). Existen
diferentes mecanismos de escarificacion
para promover la germinacion de este tipo
de semillas, como son la quimica, mecéanica
hormonal entre otras. La inmersion en acido
sulfurico concentrado de 40 min a 3 h ha sido
recomendado por varios autores (Ourecky,
1975; Nybom, 1980; Peacock & Hummer,
1996 y Moore et al., 1974), como método
de escarificacion quimica; Ke et al. (1985),
recomienda la remocion mecanica de la
testa de las semillas de Rubus, sin embargo
cuando el lote de semillas es grande esta
técnica no es aplicable. El cultivo in vitro
ha sido reportado para varias especies del
género Rubus: R. idaeus y R. occidentalis
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(Anderson, 1980), R. idaeus (Borejsza-Wy-
socki y Hrazdin, 1994), R. idaeus (Erig et
al., 2002), R. pubescens (Debnath, 2004), R.
glaucus (Soldrzano et al., 2004; Martinez
et al., 2005), R. geoides (Vater y Arena,
2005), R, chamaemorus (Debnath, 2007,
Thiem, 2003). El cultivo in vitro resulta
una alternativa para resolver problemas de
dormancia (Janick and Moore 1996), plagas
y enfermedades (Tsao et al., 2000) obtencion
masiva de plantas (Martinussen et al., 2004;
Wu et al., 2009) asi como produccion de
biomoléculas de interés para la industria
(Chung et al., 2007). En el presente estudio
se evaluo la efectividad de los tratamientos
pregerminativos a base de acido sulfurico y
remocion de la testa sobre la germinacion
in vitro de Rubus adenotrichus, asi como un
protocolo para la induccion de callo para la
obtencion de metabolitos de interés.

MATERIAL Y METODOS

Plantas silvestres en floracion y fructifica-
cién de Rubus adenotrichus fueron colec-
tadas en Tlacolulan, Veracruz, México, la
identificacion taxondmica se realiz6 en el
Herbario del Instituto de Ecologia en Xala-
pa, Ver., y se registrd con el voucher niimero
XAL-106448, para referencias futuras.

Las semillas fueron sometidas a los siguien-
tes tratamientos de escarificacion: acido
sulfurico concentrado por 30 y 60 min,
solucion de hipoclorito de sodio 1% por 72
h, y remocion de la cubierta de la semilla,
un lote de semillas quedé como control.
(tabla 1).

Para el proceso de desinfeccion de semillas
y hojas, el procedimiento consistié en lavar
con agua y jabon liquido comercial (Protex,
Colgate-Palmolive, México) luego se les dio
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Tabla 1. Tratamientos pregerminativos para la germinacion de Rubus adenotrichus Schitdl.

Tratamiento Tratamiento (T) Tratamiento (T)

pregerminativo con M; con M,
Acido sulfarico 30 min T, T,
Acido sulfirico 60 min T; Ty
Remocion de la cubierta Ts Ts
Sin tratamiento Control 1 Control 2
M, =Medio MS adicionado con 1 mg/L BAP y 0.5 mg/L IBA
M, = Medio MS sin reguladores

una inmersion por 10 s en etanol, seguido
de un lavado en Cloralex (hipoclorito de
sodio 0.7 % por 25 min para semillas y
0.5% por 15 min para hojas) y finalmente
un enjuague en la campana de flujo laminar
con agua bidestilada estéril. Se sembraron
10 semillas por frasco y 10 frascos por cada
tratamiento, se incubaron bajo condiciones
de 12 h luz (1450 lux, medible en un luxo-
metro, Control Company© 2000) y 22°C
+ 2°C. Para la induccién de callo las hojas
fueron seccionadas transversalmente y co-
locando un explante por frasco y 10 frascos
por cada tratamiento y se incubaron bajo las
condiciones antes mencionadas.

Para la germinacion se emplearon semillas
escarificadas de frutos maduros que fueron
colocadas en medio Murashige y Skoog
(MS,1962), adicionado con 30 g/L de sa-
carosa, 7 g/L de agar (BIOXON) y pH 5.7,
con dos variantes: medio 1 (M1) al cual se
le adicion6 1 mg/L de bencilaminopurina
(BAP) y 0.5 mg/L de acido indolbutirico
(AIB), el medio 2 (M2) sin reguladores
de crecimiento. Las plantulas obtenidas
se subcultivaron en el medio WPM con la
adicion de acido L-ascorbico (50 mg/L) y

polivinilpirrolidona (PVP) (150 mg/L). Se
incubaron bajo condiciones de 12h luz (1450
lux, medible en un luxémetro, Control Com-
pany© 2000) y 22°C + 2°C. Se realizaron
observaciones periodicas hasta los 60 dias
después de la siembra para determinar la
germinacion total.

Los resultados para la germinacion se ana-
lizaron mediante un analisis de varianza
usando el paquete SPSS version 17, se
realiz6 la comparacion multiple de medias
con la prueba de Tukey y la diferencia entre
medias fueron consideradas estadisticamen-
te significativas a p < 0.05 como prueba de
menor diferencia significativa (LSD).

Para la induccidn de callo se emplearon
hojas de plantas silvestres que fueron culti-
vadas en dos medios de cultivo: M3 que esta
constituido por MS con 1 mg/L de acido naf-
talenacético (ANA) y 0.5 mg/L cinetina (K)
y M4 que esta formado por el medio WPM
(Lloyd and McCown 1980) adicionado con
polivinilpirrolidona (PVP) (150 mg/L),
acido ascorbico (100 mg/L), 2,4-diclorofe-
noxiacético (2,4-D) (0.5 mg/L) y K (0.75
mg/L) y 3.5 g/L de phytagel (sigma).
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RESULTADOS

La germinacion inici6 en el décimo dia en
todos los tratamientos. Los resultados del
incremento del porcentaje de germinacion
contra el tiempo se presentan en la figura 1,
la velocidad de germinacion que presentaron
los seis tratamientos probados fueron: T1
0.52, T2 0.64, T3 1.22, T4 1.55,T5237 y
T6 3.19 semillas por dia.

La germinacion total (60 d) se muestra en
la figura 2, los resultados indican que T6
produce la mayor tasa de germinacion, este
tratamiento consiste en remover la cubierta
de la semilla y sembrarlas en medio MS sin
reguladores de crecimiento, el tratamiento
en el que se obtuvo el mas bajo porcentaje
de germinacion fue T2 en el cual las semillas
fueron escarificadas por 30 min con acido
sulfirico y sembradas en medio MS sin
reguladores, el control no germino.

Después de la germinacion se obtuvieron
brotes y plantas desarrolladas con todas las
caracteristicas morfoldgicas de la planta
silvestre, estas plantas fueron subcultivadas
cada seis semanas al medio WPM adicio-
nado con acido L-ascérbico (50 mg/L),
polivinilpirrolidona (150 mg/L) y después
de 20 semanas se obtuvieron plantas vigo-
rosas, con hojas y un sistema radical bien
desarrollado (Fig. 3.)

A partir de los explantes de hoja, obtenidos
después de dos semanas de incubacion en
los medios empelados para la induccion de
callo, M3 y M4, se inicia la desdiferencia-
cion a callo (Fig. 4.), el cual inicialmente
es color café claro con areas pigmentadas
color morado, y continua proliferando hasta
formar un callo friable.
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DISCUSION

Rubus adenotrichus pertenece al grupo de
plantas que produce las frutas conocidas
como zarzamoras y que de acuerdo a la
literatura presentan mayor dormancia que
las frambuesas (Galletta et al., 1989). El
tratamiento pregerminativo comunmente
utilizado para incrementar el porcentaje de
germinacion de las semillas de zarzamoras
es el acido sulftrico, el tiempo de exposicion
y la concentracion varia de acuerdo a las
especies. Las semillas de los tratamientos
T1 y T2 (escarificadas con acido sulfurico
por 30 min), T3 y T4, (escarificadas con
acido sulfurico por 60 min), mostraron bajos
porcentajes de germinacion, no existiendo
diferencia significativa entre los tratamien-
tos de 30 y 60 min con acido sulfurico. Las
semillas que fueron sembradas sin trata-
miento pregerminativo no germinaron, por
lo tanto el acido sulfiirico incrementa signi-
ficativamente el porcentaje de germinacion
de Rubus adenotrichus, y coincide con lo
reportado en la literatura (Ourecky, 1975;
Moore et al., 1974; Nybom, 1980; Peacock
y Hummer, 1996). Los tratamientos TS y
T6 en los cuales parte de la cubierta de la
semilla fue removida, tuvieron el mayor por-
centaje de germinacion a los 60 d (TS5 55%
y T6 68%), no hay diferencia significativa
entre estos tratamientos, confirmandose que
la germinacion no depende de los regulado-
res adicionados al medio de cultivo, pero si
depende de los métodos de escarificacion
empleados. El analisis estadistico muestra
que los tratamientos TS y T6 son significati-
vamente diferentes y mejores que los otros
tratamientos evaluados, estos resultados son
consistentes con El Hamdouni et al., (2001),
donde el corte de aquenios mejora claramente
la tasa de germinacion para la fresa.
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Fig. 1. Germinacion de Rubus adenotrichus Schitdl.
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Fig. 2. Efecto de los tratamientos de escarificacion sobre la germinacion de las semillas
de R. adenotrichus a los 60 d.
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Fig. 3. Planta de R. adenotrichus in vitro.

El medio de cultivo MS es el mas comin
para el cultivo in vitro del género Rubus,
también ha sido empleado el medio Ander-
son (Anderson, 1980; Berejsza-Wysecki y
Hrazdin, 1994), el N6 (Ambrozic-Turk et
al., 1994) y el WPM (Lloyd y McCown,
1980), medio recomendado para plantas
lefiosas con resultados satisfactorios para
Rubus (Castro y Gaviria, 1995). El creci-
miento celular fue abundante y se obtuvo un
callo friable en medio WPM con 2,4-D, K y
30 g/L sacarosa estos resultados concuerdan
con McNicol y Graham (1990), ellos repor-
taron una moderado produccion de callo en
el cultivo in vitro en WPM adicionado con
BAP, 2,4-D y 20 g/L de sacarosa; Hollmann
et al. (2002) obtuvieron callo friable de R.
parviflorus, R. spectabilis and R. strigosus
en medio MS modificado, ellos usaron di-
ferentes reguladores para cada especie, para
R. spectabilis adicionaron ANA y zeatina;
en el caso de R. adenotrichus al medio MS
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Fig. 4. Formacion de callo a partir
de explante de hoja.

adicionaron ANA y K. El desarrollo de
callos friables facilita el establecimiento
de cultivos de células en suspension, ya que
éstos se disgreguen facilmente, esta aplica-
cion se emplea para la obtencion de metabo-
litos de importancia biotecnologica.

R. adenotrichus tiene antecedentes en los
que se reportan contenidos de compuestos
fenodlicos y actividad antioxidante (Merzt
et al., 2007 y Merzt et al., 2008). En el
aflo 2010, Acosta y colaboradores, también
encontraron estos compuestos en R. ade-
notrichus de Costa Rica. Nuestro grupo de
trabajo (Martinez-Cruz et al., 2011), confir-
mo lo reportado por Acosta et al. (2010) en
esta misma especie oriunda de México, en
la cual el contenido de antocianinas fue 1.7
veces mayor que en la de Centroamérica.
Dado el interés actual por substancias an-
tioxidantes, que pueden prevenir los efectos
nocivos de los radicales libres en el cuerpo



Martinez-Cruz N.S. et al.: Germinacion in vitro e induccion de callo en Rubus adenotrichus Schitdl .

humano y para tener un proceso controlado
de produccion de metabolitos secundarios
con esta actividad, se justifica el cultivo in
Vitro para su obtencion.

CONCLUSIONES

El mejor método pregerminativo para la
germinacion in vitro de R. adenotrichus fue
remover la cubierta de la semilla. Las plantas
germinadas in vitro generaron brotes y raices
con todas las caracteristicas morfoldgicas
de la planta silvestre en los medios Mly
M2. Se desarroll6 callo friable y abundante
con pigmento morado, en los medios M3 y
M4. Se estableci6 el cultivo in vitro de R.
adenotrichus como fuente de produccion
de metabolitos secundarios con actividad
biologica.
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