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RESUMEN

La presente investigacion es una contribucion, al estudio de la germinacion,
desarrollo inicial y microprogacion de Tilia americana var. mexicana (Schitdl.),
especie sobreexplotada por su madera y flores, categorizada en peligro de
extincion, en Michoacan por la NOM-059-ECOL-2010. Para este trabajo, se
germinaron semillas de Tilia, de cuatro localidades (lchaqueo, Paracho,
Tancitaro y Tumbiscatio), bajo dos condiciones de cultivo, in vitro e invernadero,
posteriormente se determinando los porcentajes germinacion cada 30 dias.
Mostrando en invernadero un 15.5 % de germinacién T1 (5 semillas por
maceta), a los 90 dias, en Tumbiscatio, lo que llevo a replantear la condicién in
vitro, realizando 3 tratamientos, obteniendo hasta un 100% de germinacion en el
T1 (1 semillas por frasco) a los 30 dias, para Tumbiscatio. Las plantas
obtenidas se trasplantaron en frascos y macetas respectivamente, para cada
condicion, y localidad, realizando mediciones de parametros cada 30 dias,
durante 180 dias. Observando en invernadero, para Tumbiscatio e Ichaqueo
promedio un desarrollo mayor a los 180 dias de edad, en la altura del tallo, area
foliar y longitud de raiz, en comparacién con Paracho y Tancitaro, donde el
desarrollo fue menor, pero mayor en numero de hojas. A su vez deja ver una
alta significancia entre las localidades de colecta (P<0.013), durante todo el
periodo de evaluacion, a demas de presentar la longitud de raiz, relacién con la
mayoria de los parametros. Para in vitro Tumbiscatio e Ichaqueo, tienen mayor
altura de tallo, numero de raices secundarias y longitud de raiz. Solamente en el
numero de hojas Tancitaro y Paracho presentan un mayor numero. Presentando
una altamente significativas entre las localidades de colecta (P<0.0012), durante
los 180 dias. La micropragacion se consiguid a partir de yemas axilares,
mostrando hasta un 70 % de supervivencia. EI mayor numero de brotes, se logré
con la adicién de ANA. Con este trabajo se puede apreciar como la condicién in
vitro es mucho mas favorable para el germinaciéon y micropropagacion de Tilia,
aunque no tanto para su desarrollo ya que, las plantas tienen condiciones de
crecimiento totalmente controladas y en la aclimatacion en invernadero pueden

morir altos porcentajes.






1. INTRODUCCION

En el Estado de Michoacan, México, las plantas de importancia forestal estan
seriamente amenazadas por la destruccion de bosques y selvas y por su
explotacion como fuente de madera para la elaboracion de muebles, casas,
artesanias e instrumentos musicales, haciendo vulnerables a los recursos que
aun prosperan en forma silvestre, de tal manera que estan incluidas como
plantas en riesgo de desaparicion en la Norma Oficial Mexicana de Ecologia
(NOM-059-ECOL-2010) (SEMARNAT, 2010).

La especie Tilia americana var. mexicana (Schitdl.) J. W. Hardin [sindnimo: Tilia
mexicana (Schltdl.)] conocida como cirimo en Michoacan, es muy apreciada
principalmente por su madera. Es un arbol que a través de los afios ha sufrido
una intensa explotacion por el hombre, a tal grado que actualmente es muy dificil
de encontrar en estado silvestre un afloramiento vegetal importante, ademas de
que se reportan porcentajes de germinacion y viabilidad de semillas por debajo
del 15% (Garcia-Magana, 1994).

Es una especie catalogada como en peligro de extincién (PE) por la norma oficial
mexicana de ecologia, donde se especifica como una planta endémica de
México (NOM-ECOL-059-2010) (SEMARNAT, 2010). Esta especie forma parte
del estrato arbéreo del bosque mesdfilo de montafia, el cual es uno de los tipos
de vegetacion que cubren menor éarea (1% del territorio nacional) e
histéricamente mas perturbados de México (Williams-Linera et al.,1990; Pavon y
Rico-Gray, 2000).

En Michoacan, T. mexicana se ha explotado de manera irracional principalmente
para el uso de su madera en la elaboracion de artesanias y a la colecta de sus
flores con fines medicinales, la infusién de las flores (té de tila) es utilizada como
calmante nervioso (Pavon y Rico-Gray, 2000). Lo anterior ha resultado en la

disminucién de las poblaciones y un numero muy bajo de individuos pueden aun



encontrarse en algunos bosques michoacanos, como en el bosque mesdfilo de
montafia, en sitios humedos como cafiadas y orillas de arroyos en los bosques
de pino-encino, de encino y también de algunos matorrales subtropicales, como
en Tumbiscatio, San Juan Nuevo Parangaricutiro, Patzcuaro, Cheran, Pichataro

y Morelia, entre otros sitios (Pérez-Calix, 2009).

A pesar de su importancia y problematica que sufre este arbol, existen pocos
antecedentes sobre T. americana var. mexicana que contengan informacion
sobre su propagacion para su cultivo en invernadero y mucho menos en
plantaciones. Garcia-Magana (1994) reporta que las semillas de esta especie
muestran porcentajes de germinacion menores al 50% y el enraizado de estacas

se ha logrado muy recientemente (Mufoz-Flores et al., 2011).

Existen programas que tienen como principal objetivo el evitar la pérdida de
especies vegetales, para salvaguardar la fuente natural de variacion genética, cuyo
estudio es de importancia no solo para la conservacion sino también para la
propagacion masiva. El implementar métodos de propagaciéon con altos
porcentajes de germinacion o mediante la reproduccion asexual y llevar a cabo el
cultivo en invernadero y campo, son medidas muy importantes y necesarias para

disminuir el riesgo de extincidon de una especie vegetal.

La propagacion en invernadero y en cultivos in vitro por la siembra de semilla,
con estudios de crecimiento y desarrollo en ambos sistemas de cultivo, deben
realizarse con especies como T. americana var. mexicana, para generar
conocimiento encaminado fundamentalmente a la propagacion masiva y
conservacion. Ademas, los cultivos in vitro son una alternativa para la
propagacion clonal (micropropagacion) de individuos seleccionados, utiles para

la realizacion de plantaciones comerciales (Pérez-Molphe et al, 1999).

Por ello, en la presente investigacion se determinaron parametros cuantitativos

como porcentaje de germinacioén, crecimiento y desarrollo, mediante la siembra



de semillas de arboles silvestres provenientes de 4 comunidades del Edo. de
Michoacan, asi como el establecimiento de la micropropagacion por yemas
axilares, con el fin de entender los factores importantes para su cultivo que

lleven a una propuesta para la propagacién y conservacion de T. americana var.
mexicana.



2. ANTECEDENTES

2.1. CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD VEGETAL

Segun Heywood (1978), existen mas de 250 mil especies de plantas vasculares,
de las cuales mas de la mitad se encuentran en las regiones tropicales del
mundo y particularmente en México, donde la diversidad presenta niveles muy

altos.

La topografia de la Republica Mexicana es una de las mas accidentadas, ya que
el gradiente altitudinal va desde el nivel del mar hasta mas de 5,000 msnm
(Rzedowsky, 1978). Obviamente, esto genera una gran diversidad de habitats
que conjuntamente con condiciones geoldgicas y edaficas diversas, resultan en
un complicado mosaico climatico. Todos estos factores determinan que en
Meéxico se encuentren una gran variedad de tipos de vegetaciéon que incluye
desde los desiertos hasta las selvas y de los bosques templados hasta la
vegetacion de paramo. Segun este mismo autor, existen 9 tipos basicos de
vegetacion: Bosque tropical perennifolio, Bosque tropical subcaducifolio, Bosque
tropical caducifolio, Bosque espinoso, Pastizal, Matorral xerdéfilo, Bosque de
coniferas y de Quercus, Bosque mesdfilo de montafia y Vegetacion acuatica y
subacuatica. En ellos, se encuentran un total de 20,000 especies de plantas
vasculares, lo cual equivale a la flora de Estados Unidos y Canada juntos
(Rzedowsky, 1978).

Se ha estimado que existen 263 géneros endémicos a México, agrupados en 62
familias, lo cual corresponde al 14% de endemismo a nivel genérico. La Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) ha registrado 2870
especies de plantas vasculares endémicas al pais, correspondiendo al 14% del
total. El numero de endemismos a nivel de género es mas acentuado en zonas
aridas y semiaridas, donde alcanza el 43 y 28%, respectivamente. En cambio, en

las zonas tropicales humedas no se presenta un alto numero de endemismos,



pero si hay una mayor riqueza de especies; segun Carabias (1994), en estas
regiones se han encontrado hasta 200 especies y 10,000 individuos en una

hectarea.

Con respecto a la situacion de esta diversidad biolégica, la UICN ha estimado
que hay aproximadamente 477 spp. endémicas en México en peligro de
extincion (Flores Villela y Geréz, 1988). Esta cifra significa que el 17% de las
especies de plantas endémicas del pais estan amenazadas. Por otro lado,
Vovides (1981), presenta una lista de especies en peligro de extincion
agrupadas por Estados de la Republica Mexicana; obviamente, Estados como
Chiapas, Oaxaca y Veracruz tienen mas especies en peligro de extincién, dado
que en ellos se encuentran la mayor parte de los sistemas mas amenazados
como son las selvas altas perennifolias. Segun este mismo autor, 32 familias
tienen especies en peligro de extincidon, siendo las cactaceas las mas
amenazadas; lo mas grave aqui, no es el numero, sino la diversidad genética

que esta siendo afectada desde palmas y orquideas hasta gramineas.

Aproximadamente el 75% de la superficie del pais esta cubierta por vegetacion
natural en diferentes etapas de perturbacion. De este, el 47% esta en proceso de
perturbacién y el 53% restante esta en condiciones relativamente integras. Asi,
en 1980 casi el 40% de territorio nacional estaba cubierto por vegetacion

relativamente integra (Gémez-Pompa y Dirzo, 1998).

Por otra parte, casi 25% del pais estd ocupado por sistemas productivos, es
decir, por aquellos que son mantenidos directamente por las actividades
humanas o bajo uso permanente como pastizal, agricultura de riego y temporal.
Esta cifra debe analizarse en funcién de la topografia accidentada y de las zonas
con alta probabilidad de desastres para la agricultura, condiciones que marcan
los limites naturales para la expansion de la frontera agropecuaria, con aquellas

areas con potencial forestal productivo (Toledo, 1998).



Del 75% de la superficie del pais cubierta por vegetacion natural, casi la mitad
esta ocupada por matorral xerdfilo, siguiendo en orden de importancia la selva
baja caducifolia, el bosque de encino, el bosque de coniferas, los cuales juntos
ocupan casi la otra mitad. El 14% restante, estd cubierto por la selva alta
perennifolia (la mitad), chaparral, selva tropical subcaducifolia y vegetacion
acuatica. Debe mencionarse que la vegetacion acuatica, la selva alta
perennifolia, la selva baja caducifolia, el bosque de coniferas y el bosque de
encino estan siendo objetos de rapidos cambios en el uso del suelo. Por otra
parte, el matorral xerdfilo y el chaparral presentan casi dos terceras partes de su

cobertura perturbada (Flores Villela y Geréz, 1988).

Debe, asimismo, ponderarse la necesidad de contar con la tecnologia y recursos
necesarios para establecer bancos de germoplasma e impulsar programas de
investigacion relacionados con el cultivo de tejidos, asi como también aquellos
en los cuales se estudian los patrones de diversidad en las comunidades
naturales. Esta urgente necesidad que implica una fuerte erogaciéon
presupuestal, ha llevado a que se considere a la conservacion in situ como una
forma muy adecuada para llevar a cabo la conservacion genética de México
(Carabias, 1994).

La conservacion de la diversidad vegetal, debe hacerse en primer lugar
entendiendo y en segundo lugar respetando las leyes y procesos naturales. Son
cuatro los factores que explican la diversidad, los cuales deben ser abordados
en una amplia gama de proyectos de investigacion, asi como buscarse su
adecuada integracion con politicas de desarrollo académico acordes a la

realidad de las instituciones de investigacion (Begon y Mortimer, 1986):

1. Los geograficos, como la altitud y latitud, los cuales no son por si mismos
agentes causales de la diversidad.
2. Aquellos factores que permiten establecer relaciones con dichos gradientes,

como la productividad y la variabilidad climatica.



3. Factores que varian geograficamente, pero no de una manera consistente y
que permiten establecer relaciones con la riqueza, como son la perturbacién, el
aislamiento de un habitat, asi como su heterogeneidad fisico-quimica.

4. Finalmente, aquellos atributos biolégicos de las comunidades que tienen
influencia en su estructura: predacion, competencia, heterogeneidad espacial y

arquitectural generada por los individuos y el estado sucesional de la comunidad.

La conservacion de la diversidad puede utilizarse adecuadamente compaginada
con el desarrollo de un pais que, como el nuestro, esta en vias de desarrollo y
con una necesidad de proveer los satisfactores basicos a una mayoria
marginada socialmente. Esta planeacion del manejo de la diversidad y por lo
tanto de los recursos naturales, va desde no usar los que estan en peligro de
extincion, hasta utilizar otros que no estan incorporados todavia en el proceso de

produccion (Carabias, 1994).

Por lo tanto, la planeacion debe hacerse desde el nivel regional hasta nacional,
hasta intra- e intersectorial. Asi, para la Sociedad Botanica de México, debe
hacerse mas eficiente los mecanismos que permitan la participacion y
colaboraciéon de todos los estudios de la diversidad desde cualquiera que sea su
ambito de investigacion, con el fin de completar el esquema de entendimiento de
quienes son, donde estan, como se comportan, como se utilizan y como pueden
conservarse las especies que integra la diversidad biolégica del pais (Gomez-

Pompa y Dirzo, 1998).

Varios cientificos han tratado de estimar el posible nimero de extinciones de
especies que podrian ocurrir si el proceso de transformacién masiva continua.
Algunas cifras son quizas exageradas, sin embargo el proceso de extincion es
una realidad. Si se pierden 1, 10 o mil especies por aino no es importante, lo
importante es que se puedan estar extinguiendo por acciones humanas que
podrian ser detenidas. La falta de informacion bioldgica sobre la presencia de

especies en el campo a través del tiempo impide confirmar o rechazar estas



estimaciones. Es muy lamentable la escasez de nuevos proyectos taxonémicos
y floristicos, ya que ellos son la fuente mas creible y actualizada sobre
extinciones locales. Es también desalentador ver la lentitud del avance de los

proyectos que se encuentran en marcha (Heywood et al., 1994).

Esto lleva a considerar que la conservacion debe ser entendida en su contexto
mas amplio y tomarse como una actividad que implica la utilizacién racional y

sostenida de los recursos vegetales a largo plazo (Caballero, 1990).

2.1.1. Cuantificacién de la variacién genética

La cuantificacion de la variabilidad genética de una especie que se desea
conservar, es primordial como apoyo a las estrategias de muestreo para
promover la conservacion genética. Una aplicacion potencialmente util es la
cuantificacion de parametros no solo genéticos sino también los fenotipicos, los
cuales ayudan a identificar caracteres genéticos tales como el vigor y la forma
del fuste, ya que la variacion causada por el ambiente puede, con frecuencia,
inducir a errores de seleccion (es decir, no esta claro si tales caracteres se
deben a causas genéticas o a factores ambientales). Se han utilizado
marcadores para comparar la variacion dentro de una poblacion y entre

poblaciones de diversas especies de arboles (Daniell, 2002).

Los estudios cuantitativos de variacidon genética ofrecen la posibilidad de
realizar una seleccién temprana y eficaz de principales caracteristicas de
crecimiento y desarrollo de las especies a conservar, procesos que deben
realizarse previamente o en conjunto con técnicas de conservacion, para
establecer que individuos o que poblacién son los mas idoneos para la

conservacion.



2.1.2. Conservacion de especies o0 poblaciones amenazadas

En los ultimos afios, la proteccion de la diversidad genética se ha establecido
como un objetivo prioritario en los planes de conservacion mundial. Se trata, a
largo plazo, de mantener la viabilidad evolutiva de las especies y para ello
maximizar las posibilidades de supervivencia en un entorno cambiante. Por ello
son de gran interés los estudios que evaluan poblaciones naturales para detectar
variantes genéticos unicos y/o centros de variabilidad genética para conservar
especies amenazadas, disefiando actividades de conservacion in situ y ex situ,

y para proteger la integridad de reservas genéticas nativas.

En este ultimo caso, se deben establecer reservas naturales que pudieran tener
variantes genéticos unicos como consecuencia de un flujo de genes reducido
(aislamiento), pequefios tamafos de poblacion y regimenes particulares de
seleccién natural que ocasionara una diferenciacion de otras poblaciones. Tal es
el caso de Caesalpinia echinata, una especie sobreexplotada en Brasil, que se
considera amenazada en la costa atlantica; el estudio de pequefas poblaciones
naturales mediante RAPDs ha permitido determinar claras correlaciones entre
distancias genéticas y geograficas, identificando areas de diversidad necesarias

para disefar planes de conservacion (Cardoso et al., 1998).

2.2. PROPAGACION Y CONSERVACION

2.2.1. Propagacion por semilla

Uno de los problemas primordiales en la calidad de las semillas es el deterioro,
el cual es un proceso irreversible (Anderson, 1973), que demerita la calidad
fisiologica al presentar un porcentaje bajo de germinacién (Abdul-Baki vy
Anderson, 1972; Miranda, 1984), principalmente en aquellas que no tienen un
manejo adecuado de postcosecha, lo cual ocasiona que se tenga poca



emergencia y por consecuencia un bajo establecimiento de plantulas en campo,

generando asi una reduccion en los rendimientos por unidad de superficie.

Una alternativa en el empleo de semilla con deterioro incipiente es el uso de
productos hormonales para hacer mas eficiente el potencial fisioldégico de la
semilla y asi evitar los problemas mencionados anteriormente, en donde los
fitorreguladores sintéticos aplicados a semillas han sido utilizados principalmente
para romper la latencia de algunas especies (Weaver,1996), asi como activar y/o
acelerar el proceso de germinacion de las mismas (Bidwell, 1996), estos
productos son una buena alternativa para promover la germinacion de la semilla
(Agwah et al., 1994) en virtud de que se han tenido problemas en la
germinacion oportuna debido a diversos factores ambientales, de nutricion y de

sustancias organicas presentes en bajas cantidades.

Dentro de las hormonas utilizadas se encuentran las giberelinas, citocininas y
auxinas. Las giberelinas se pueden definir como un compuesto que estimula el
proceso de la germinacion, las auxinas promueven la elongacién celular y la
formacion de raices. Por su parte las citocininas promueven la induccion de
brotes (Sparks, 2000).

El establecimiento de cultivos in vitro mediante la siembra de semillas ofrece
grandes ventajas para la propagacion: 1) proporciona de una manera rapida
plantulas que sirven como fuente de explantes para llevar a cabo la
micropropagacion; 2) Es una manera de conservar plantulas con variabilidad
genética natural; 3) Es un método que permite la germinacion de semillas que de

forma natural no lo hacen o es muy dificil de hacer en condiciones normales.

Este ultimo punto es muy importante para la propagacion de orquideas,
helechos, cactaceas y sobre todo de plantas lefiosas como frutales y forestales.
En muchos de los casos, el método de siembra in vitro elimina la inhibicion de

germinacién de las semillas.
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2.2.2. La biotecnologia en la conservacion

En México existen bancos de germoplasma importantes de cereales (CIMMYT) y
leguminosas (INIA), pero carece de bancos que almacenen el invaluable
potencial genético de las regiones tropicales tan seriamente amenazadas por
deforestacion como las maderables, frutales, plantas medicinales y forrajeras

entre otras (Salgado-Garciglia et al., 1997).

Realmente, los bancos de germoplasma se utilizan solo como una rutina para
conservar el germoplasma de plantas como platano (Musa spp.) y papa
(Solanum tuberosum), ya que da la posibilidad de mantener tejidos somaticos
por largos periodos sin problemas de contaminacion (Villalobos y Engelmann,
1995).

De ahi la importancia de la conservacion de germoplasma y propagacion masiva
de especies vegetales amenazadas, con gran importancia para industrias como

la farmacéutica, textil y maderera (Pérez-Molphe et al., 1999).

Una técnica para conservar una especie vegetal es el establecimiento in vitro de
colecciones bajo condiciones de crecimiento normales o limitadas, técnica
conocida como cultivos de tejidos vegetales in vitro, con la cual se obtiene la
propagacion clonal rapida de un gran numero de plantulas en un periodo breve
(micropropagacion), asi como la conservacion de germoplasma bajo condiciones
controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra, ademas de la
garantia de sanidad y estabilidad genética, lo que facilita enormemente el

intercambio internacional de germoplasma (Villalobos, 1990).

La biotecnologia con sus diferentes aplicaciones, es una herramienta que
permite el manejo de los sistemas bioldgicos para el beneficio de la humanidad e
incluye los métodos convencionales de fitogenética y cultivo de tejidos vegetales.

La nueva biotecnologia ofrece una serie impresionante de técnicas para superar
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las limitaciones bioldgicas convencionales debidas a las grandes dimensiones de
los arboles y a los procesos sexuales retardados, comunes a las especies
lefiosas. Estas incluyen: cultivo de células y micropropagacion, seleccion
genotipica in vitro, conservacion in vitro y un gran numero de tecnologias en el

campo de la genética molecular (Becwar et al., 1988).

Con el cultivo de tejidos vegetales, utilizando partes aisladas de la planta
(semillas, embriones, hojas, tallos, raices, flores, frutos, anteras, microsporas,
células, protoplastos, etc.), se puede obtener la clonacion de arboles de
importancia  forestal con el fin de obtener su mejoramiento genético,
propagacion masiva o simplemente recuperarlo si éste se encuentra dentro de

alguna categoria de extincion.

La germinacion in vitro tiene ventajas respecto a la producida en condiciones
naturales: puede solucionar casos de inhibicion total de la germinacion, permitir
la germinacion de semillas con intermediario obligado, aumentar la tasa de
germinacidon, evitar el aborto embrionario, reducir el tiempo necesario y

sincronizar la germinacion.

La multiplicacién por semilla constituye el método mas frecuente de propagacion.
Sin embargo, el estado de dormicion presente en muchas semillas de especies
silvestres reduce significativamente su eficacia. Cuando no resulta posible la
propagacion por semilla o interesa propagar un determinado genotipo, se recurre
a las técnicas convencionales de propagacion vegetatva o a la
micropropagacion. Las técnicas de micropropagacion resultan atractivas debido
a las altas tasas de multiplicacion que se consiguen y al reducido material de
partida requerido. No obstante, presenta dificultades a la hora de reproducir la

diversidad genética almacenada y mantener su integridad genética.
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2.2.3. Micropropagacion de especies arboreas

La biotecnologia es una herramienta que se puede emplear para la conservacion
y propagacion in vitro de especies catalogadas en alguna categoria de riesgo de
extincion, bien sea mediante el establecimiento in vitro de algun segmento de la
planta (asexual) o a partir de la siembra de semilla (sexual), para lo cual se
requiere establecer cultivos in vitro, un sistema de regeneracion de una planta
completa a través de embriogénesis somatica o por el sistema de organogénesis
que permita la multiplicacion, el enraizamiento y la aclimatacion de los genotipos
seleccionados. Con el cultivo de tejidos vegetales in vitro se proporcionan
ventajas de calidad sanitaria en la produccion de plantas, puede disminuirse el
tiempo para propagar una especie importante y se garantiza la similitud genética
del material parental, por la reproduccion clonal. Ademas se ofrece este
procedimiento en el mejoramiento genético y en la preservaciéon de

germoplasma (Villalobos, 1990).

Una de las aplicaciones de mayor repercusion mundial ha sido la propagacion
masiva de plantas a través de la micropropagacién, proporcionando las bases
para el establecimiento de bancos de germoplasma, los cuales constituyen un
excelente recurso para concretar la idea de un desarrollo sustentable, donde se
plantea mantener la estabilidad de las condiciones fisicas de un area, preservar
la biodiversidad, reducir la degradacién ambiental y mantener la productividad

agricola (Villalobos y Engelman, 1995).

La mayoria de los estudios realizados sobre micropropagacion se han llevado a
cabo en mas de 50, 000 variedades de mas de 1, 000 especies de plantas
ornamentales, agricolas, forestales y en especies de uso industrial. Sin embargo,
el uso de esta tecnologia en especies nativas de diversos ecosistemas, sobre
todo de especies arbéreas o lefiosas, ha resultado un proceso complejo en
muchas especies que han sido estudiadas (Pérez-Ponce, 1998).
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Se puede resaltar su importancia en el area agroforestal, donde destaca la
micropropagacion de especies arbodreas, ya que permite eliminar los problemas
relativos a la duracion de los ciclos de desarrollo que comprenden desde la
siembra de la semilla hasta la floracién, lo cual ha hecho dificil la aplicacién de
programas de mejoramiento convencional para estas especies. La aplicacion de
técnicas de cultivos de tejidos en coniferas y otras especies lefiosas, ofrece una
alternativa valiosa para la propagacion clonal de arboles elite (con caracteristicas
importantes de crecimiento y desarrollo), asi como un modelo experimental para

estudios morfogénicos fisioldgicos y bioquimicos (Pérez-Ponce, 1998).

Los métodos tradicionales de propagacién en coniferas y otras especies lefiosas
se han basado principalmente en la siembra de estacas, fasciculos enraizados e
injertos. Sin embargo, existen muchas especies en las cuales la produccion de
estacas enraizadas es muy dificil, debido a una serie de problemas que varian
entre especies y aun entre arboles. Generalmente, se ha sehalado que la
capacidad y velocidad de enraizamiento y la longitud de las raices, disminuye a
la par que aumenta la edad del arbol donador. Sin embargo, en algunas
especies esta caracteristica no es tan pronunciada, mientras que en otras aun
en estado juvenil muestran una baja eficiencia en el proceso de enraizamiento
(Oreay Villalobos, 1990).

Diversos estudios sobre micropropagacién se han llevado a cabo en especies
arboreas cuya tecnologia es ampliamente conocida y son sembrados en
extensas areas. Por el contrario, con relacion a las especies nativas de tipo
arboéreo, algunas técnicas de mejoramiento tienen posibilidades limitadas, por
las complicaciones que se derivan de caracteristicas inherentes a los arboles,
tales como ciclos de vida largos, fases pronunciadas de juvenilidad y madurez,

poca frecuencia de individuos, etc. (Trujillo y Garcia, 1998).

Aunque son pocas las especies reportadas con Optimos sistemas de
micropropagacion, ya se propagan por esta via especies de Pinus, Thuja,
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Quercus, Picea, Abies, Sequoia, Pawlonia, Ulmus, Eucalyptus, entre otras, ya
sea por medio de la regeneracidén de brotes (organogénesis) o por la formacion

de embriones somaticos (embriogénesis somatica).

Con base en la problematica de indeterminacion de un protocolo comun para el
establecimiento y regeneracion in vitro para todas las plantas, debido a que los
tejidos difieren en su capacidad de respuesta, es necesario continuar con
investigaciones en diversas plantas, sobre todo en aquellas donde no se han
encontrado las condiciones Optimas del cultivo para lograr procesos de
organogénesis o embriogénesis somatica in vitro y asi ofrecer un conocimiento
mas amplio que lleve a determinar qué o cuales factores son determinantes en la

regeneracion de plantas in vitro.

Tal es el caso de Tilia americana var. mexicana, que presenta la necesidad de
rescate de germoplasma silvestre, y que con estas técnicas se pretende
establecer sistemas in vitro, lo que permitiria la conservacion in vitro y a mediano

plazo su propagacioén (sexual y clonal).

2.2.4. Conservacion in vitro

Una alternativa a las colecciones de campo es el establecimiento in vitro de
colecciones bajo condiciones de crecimiento normales o limitadas. El cultivo de
tejidos permite la propagacioén clonal rapida de un gran numero de plantulas en
un periodo breve, y la conservacion de germoplasma, bajo condiciones
controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra, ademas de la
garantia de sanidad y estabilidad genética, lo que facilita enormemente el
intercambio internacional de germoplasma (Banerjece y De Langhe, 1983;
Winthers, 1984).

La conservacion in vitro puede ser dividida en tres categorias: a corto, mediano y

largo plazo (Lépez et al., 1985). En la conservacién a corto y mediano plazo, se
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reduce el crecimiento del segmento vegetal (explante) por alguna de las

siguientes técnicas del cultivo in vitro:

1.- Reduccioén del espacio de crecimiento.

2.- Induccion de estrés osmotico por medio de la adicion de sustancias
como manitol, sorbitol, o sacarosa.

3.- Proporcién de la fuente de carbono a niveles sub o sobre los éptimos.

4.- Mantenimiento de los cultivos a temperaturas y luz reducidas.

5.- Empleo de inhibidores de crecimiento en el medio de cultivo.

La conservacion a largo plazo implica el almacenamiento de células, tejidos u
organos vegetales en temperaturas ultra bajas (-196°C, nitrégeno liquido), donde
los procesos de desecacion y el uso de sustancias crioprotectoras como glicerol,
dimetilsulféxido (DMSO), polietilénglicol (PEG) son indispensables para

mantener altos porcentajes de viabilidad (Villalobos et al., 1990).

En la mayor parte de los procedimientos empleados actualmente, no se hace
referencia al control efectivo del desarrollo de las plantas in vitro. Sin embargo
(Kozai et al., 1992; Buddenford-Joosten y Woltering, 1994) mencionan que las
tasas de crecimiento, desarrollo y varias de las caracteristicas fisiolégicas y
morfolégicas de las plantas formadas in vitro estan influenciadas por el

ambiente fisico, quimico y gaseoso de los recipientes.

El ambiente in vitro presenta tasas bajas de flujo de energia, debido a la
existencia de un ambiente semicerrado, con minimas variaciones de
temperatura, elevada humedad relativa y grandes cambios diarios de la
concentracion de CO,, en el interior de los recipientes (Cafal et al., 1999), la
temperatura a la que se expone el explante cultivado in vitro afecta a la mayoria

de los procesos fisiolégicos.
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Los requerimientos para la conservacion in vitro son similares a los que se
precisan para la propagacion vegetativa, como es el de mantener la estabilidad
genética, esto es lo que ocurre generalmente en el cultivo in vitro de meristemos,
pices y embriones; se debe garantizar la ausencia de enfermedades; no se
debe perder el potencial de regeneracion, debe existir una baja probabilidad de

dafio o muerte del material (Pierik, 1990).

El germoplasma que se conserva bajo cualquiera de las técnicas de
conservacion in vitro debe ser recuperable facilmente, manteniendo las
caracteristicas del material original; para lograrlo, los tejidos meristematicos son
los mas adecuados para ser usados como explantes, a diferencia de los callos o
células en suspension, dado que los primeros ofrecen una menor probabilidad

de variacion genética (Grout y Henshaw, 1980).

2.3. GENERALIDES DE Tilia

La familia Tiliaceae fue establecida en 1789 por A. L. De Jussiew con base en el
género Tilia, esta familia se distribuye ampliamente a nivel mundial y las flores
de sus diferentes especies se han empleado en la herbolaria de varios paises
como sedante, antiespasmaodico, diaforético, emoliente, anticatarral, diurético,
antirreumatico (Volak y Stodola, 1990; Wichtl, 2004).

La familia incluye aproximadamente 50 géneros y 450 especies, con distribucion
principalmente pantropical y ocasionalmente templada (Cronquist, 1981). De
acuerdo con Heywood (1985), presenta una amplia distribucién en todas las
regiones tropicales del mundo, especialmente en América del Sur, Africa y Sur
de Asia. En México la familia Tiliaceae esta representada por 12 géneros, de los
cuales uno es introducido (Sparmania). Cuenta con aproximadamente 63
especies, las cuales forman parte de la flora de los diferentes ecosistemas
calidos y templados del pais (Colmenero-Robles et al., 2003).
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2.3.1. Tilia americana var. mexicana (Schltdl.) Hardin

Tilia americana var. mexicana es una especie que pertenece a la familia
Tiliaceae, de la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida y orden Malvales
(segun clasificacién de Brands (2008) (Cuadro 1). son arboles de 5 a 22 metros
de alto (Figura 1A), con tallos estrellado-pubescente, glabrescentes. Hojas con
laminas demediadas, de 6 a 25 cm de largo, 3.5 a 15.0 cm de ancho, haz glabro
o estrellado-pubescente, envés densamente estrellado-pubescente (Figura 1B).
Inflorescencia de 8 a 17 cm de largo, densamente estrellado-pubescente;
pedicelos de 0.5 a 1.2 cm de largo, densamente estrellado-pubescente; flores de
0.65 a 1.8 cm de diametro; sépalos de 0.4 a 8 cm de largo, 0.3 a 0.5 cm de
ancho, haz con pelos simples y estrellados, envés cortamente estrellado-
pubescente, margen entero, de 4 a 9 mm de largo, de 2 a 4 mm de ancho;
estambres connatos formados de 10 a 15 fasciculos (Figura 1C); estaminodios
espatulados, apice redondeado, de 3 a 6 mm de largo, 1.5 a 2.5 mm de ancho,
intercalados entre 2 6 3 fasciculos; filamentos filiformes, de 2.5 a 5.0 mm de
largo, bifurcados en el apice, cada bifurcacion portando una teca; ovario de 1.5 a
2.0 mm de largo y ancho, estilo rollizo, de 1.5 a 7.0 mm de largo. Nuez de 0.5 a
1.0 cm de largo y ancho (Figura 1D), semillas de 5§ mm de largo, 3 a 4 mm de
ancho, de color castafio oscuro (Figura 1E) (Watson y Dallwitz, 1992; Bello,
1993).

2.3.1.1. Distribucién de Tilia americana var. mexicana

Esta especie tiene varios nhombres comunes de acuerdo a la region donde se
encuentre la planta, Cirimo, Sirimo (P’urhépecha), Sirimu, Tila, Tilia, Tilia estrella,
Tirimo, Tzirimo y Tzirimu en Michoacan y Jalisco); Yaca y Yaco en Oaxaca
(Martinez, 1987). Presenta sinonimia con Tilia mexicana Schtdl. Este arbol esta
catalogado como en peligro de extincién por la Norma Oficial Mexicana NOM-
ECOL-059-2010 (SEMARNAT, 2010).
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Cuadro 1. Clasificacion botanica de Tilia americana var. mexicana (Brands, 2008).

Dominio
Reino
Subreino
Phylum
Subphylum
Infraphylum
Clase
Subclase
Superorden
Orden
Familia
Subfamilia
Tribu
Género
Especie
Variedad

Eukaryota
Plantae
Viridaeplantae
Tracheophyta
Euphyllophytina
Radiatopses
Magnoliopsida
Dilleniidae
Malvanae
Malvales
Tiliaceae
Tilioideae
Tilieae
Tilia
Tilia americana
mexicana

Figura 1. Arbol de Tilia americana var. mexicana (Schitdl.) Hardin (A) y algunas
partes caracteristicas: Hoja (B), Flores (C), Frutos (D) y Semillas (E).
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En México, se distribuye en varios Estados como Chihuahua, Colima, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla,
San Luis Potosi, Tamaulipas y Veracruz. En la Figura 2 se muestra un mapa de
la distribucion de esta especie en la republica mexicana. Se le encuentra desde
los estados de Chihuahua y Coahuila en el norte del pais hasta los estados de
Guerrero, Oaxaca y Chiapas. En Michoacan puede ubicarse en los siguientes
municipios: Charo, Cheran, Chilchota, Coalcoman, Erongaricuaro, Morelia,

Nahuatzen, Nuevo Parangaricutiro, Paracho, Patzcuaro, Queréndaro, Los

Reyes, Salvador Escalante, Tingambato, Uruapan y Zacapu (Bello, 1993).

I Bosque de coniferas
I Bosque de encino
I Bosque mesdfio de montafia
I Seiva perennifolia
I Selva subcaducifolia
I Selva caducifolia
Selva espinosa
Matorral xerdfilo
Pastizal
B Vegetacion hidrofila
Otros tipos de vegetacion
Areas sin vegetacion aparente
Cuerpos de agua

Figura 2. Distribucion natural a nivel nacional de Tilia americana var. mexicana
(Pavon y Rico-Gray, 2000).
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A Tilia americana var. mexicana se le encuentra generalmente en bosques
templados o bosque mesdfilo de montafia, asociado a Abies, Quercus, Pinus-
Quercus. Crece en bosques de encino y bosque de pino, entre los 1300 y los
2400 msnm. Crece sobre diversos tipos de suelos, en los que se incluyen los
andosoles vy litosoles. A pesar de su distribucion en bosques de pino y encino, es
comun asociar esta especie con la vegetacion de selva tropical caducifolia y
subcaducifolia (Soto, 1987).

2.3.1.2. Usos de Tilia en México

Se han reportado varios usos de Tilia en la medicina tradicional, por un lado, se
usa la parte aérea, principalmente para el tratamiento de trastornos nerviosos; la
planta fresca es mas activa para conciliar el suefio, en general es util para
calmar los estados de excitacion nerviosa acompanada de insomnio, dolor de
cabeza y malestar en general (Martinez, 1969; Martinez y Matuda; 1979, Bello,
1993). Otros usos de la infusién de flores de esta planta reportados son como:
antiespasmaodica y contra la tos (Martinez, 1969), para tratar la enterocolitis,
gastroenteritis, hemorroides, célicos hepaticos y nefriticos, dolores de la vejiga
inflamada y el corazon (Pavon y Rico-Gray, 2000). En México se elaboran
productos medicinales, especificos como sedante y espasmolitico (Nervinae© y
Tilamex®©) (Rojas-Alba, 1996).

En Michoacan, el cirimo es una de las especies mas apreciadas por los
artesanos, sobre todo por los guitarreros, fabricantes de mascaras y de figuras y
utensilios tallados a mano. Desgraciadamente en la actualidad es muy dificil de
conseguir, por lo que muchos de los articulos que hacian exclusivamente de
cirimo los estan haciendo de pino, principalmente pino lacio (P. michoacana var.
cornuta) (Guridi, 1980). Esta especie esta reportada como fuente de madera
para la elaboracién de artesanias en Inventario de especies vegetales y
animales de uso artesanal realizado por CONABIO en el 2000 (Bravo-Marentes

y Lopez-Gémez, 1999).
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En Zirahuén consideran esta madera insustituible para la fabricaciéon de
cucharas, tenedores y palas talladas a mano, sobre todo por ser ligera, blanda y
facil de trabajar. En Uruapan la utilizan para hacer fruta tallada y decorada al
maque, cuando la consiguen. También la utilizan para hacer mascaras y era muy
usada en la fabricacién de bateas y cajas. En Cheran hacen también mascaras.
En Paracho la utilizan para la tapa de la guitarra popular tipo espafol y es muy
apreciada por artesanos, pues no se dobla ni se raja, siendo ademas mas

econdmica que el pino canadiense (Guridi, 1980).

La tilia se aprovecha generalmente en fresco, para lo cual se cortan las ramas
delgadas y se pican incluyendo a las flores y hojas. Su aprovechamiento se rige
por la NOM-007-RECNAT-1997, que establece los procedimientos, criterios y
especificaciones para realizar el aprovechamiento de ramas, hojas, flores, frutos
y semillas. Se comercializa tanto a granel como procesado, este ultimo concepto
incluye la elaboracion de productos picados, secados molidos, encapsulados y

envasados, se vende tanto en puestos ambulantes, como mercados publicos.

2.3.1.3. Situacién ecoldgica

Por los usos medicinales y sobreexplotaciéon, aunado a que el habitat de T.
mexicana se ha reducido de manera alarmante debido al cambio de uso del
suelo y el crecimiento desmedido de las zonas urbanas. Los arboles muchas
veces son derribados completamente para obtener las flores y las bracteas que
se comercializan para la elaboracion de infusiones con actividad antidepresiva,
frustrando el desarrollo de frutos y semillas, limitando asi la propagacion sexual
impidiendo el crecimiento y la regeneracién de poblaciones naturales. Por otro
lado, esta especie tiene problemas para su propagacion por via sexual ya que
sus semillas cuentan con dos tipos de latencia, una latencia exdégena donde la
testa es impermeable al agua e impide el intercambio gaseoso con el medio
exterior, y una latencia endégena donde el embrion es inmaduro (Santiago,
1998).
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Garcia-Magana (1994) reporta la dificultad de propagacion tanto sexual
(semillas) como vegetativa (estacas) del cirimo, por lo que actualmente no existe
un metodo eficiente para su propagacién masiva por semilla. Atrian (2005)
reportd la multiplicacion de brotes y el enraizado de éstos bajo condiciones de
cultivo in vitro, con éxito en la germinacion de semillas y mas recientemente se
ha reportado la propagacién por estacas de arboles adultos (Flores-Mufioz et al.,
2011).
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3. JUSTIFICACION

Es necesario desarrollar estudios en plantas de cirimo para evaluar su
crecimiento y desarrollo en etapas tempranas para lograr su propagacion y

cultivo en invernadero.

Los sistemas de propagacion tanto en invernadero como en cultivos in vitro,
mediante la germinacion o propagacion clonal (micropropagacion) son una

alternativa para llevar a cabo este tipo de estudio.
El conocimiento generado con estas metodologias, ofrece el rescate y

conservacion del germoplasma silvestre de esta especie, pudiéndose asegurar

el cultivo en plantaciones o bien programas de repoblacion.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento y desarrollo de plantas de Tilia americana var. mexicana
(SCHTCL.) HARDIN propagadas in vitro e invernadero, para lograr su

conservacion.

3.1. Objetivos particulares

1. Determinar las condiciones O6ptimas de germinacion de semillas Tilia

americana var. mexicana bajo cultivo in vitro e invernadero.

2. Comparar el desarrollo inicial de plantas de cirimo (Tilia americana var.

mexicana) bajo cultivo in vitro e invernadero.

3. Establecer los sistemas de micropropagacion del cirimo (Tilia americana

var. mexicana) (TILIACEAE) por cultivo de yemas axilares.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

COLECTA DE FRUTOS (SEMILLAS)
DE 4 ARBOLES

GERMINACION

INVERNADERO

J

CRECIMIENTO Y DESARROLLO

CULTIVOS in vitro

MICROPROPAGACION
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6. RESULTADOS

CAPITULO |

CARACTERISTICAS DE SITIOS DE COLECTA DE SEMILLAS DE Tilia
americana var. mexicana, EN EL ESTADO DE MICHOACAN, MEXICO.

Caracteristicas y ubicacién geografica de sitios de colecta

Sitio 1. Ichaqueo

Ichaqueo es una pequeha comunidad que pertenece al municipio de Morelia,
Michoacan, el cual se ubica entre los paralelos 19°52’ y 19°26’ de latitud norte;
los meridianos 101°02’ y 101°31’ de longitud oeste; y presenta una altitud entre 1
500 y 3 000 m. Colinda al norte con los municipios de Huaniqueo, Chucandiro,
Copandaro y Tarimbaro; al este con los municipios de Tarimbaro, Charo, Tzitzio
y Madero; al sur con los municipios de Madero, Acuitzio, Patzcuaro y Huiramba;
al oeste con los municipios de Huiramba, Lagunillas, Tzintzuntzan, Quiroga,

Coeneo y Huaniqueo. Ocupa el 2.04% de la superficie del estado (INEGI, 2005).

Sitio de Colecta. Comunidad de Ichaqueo (19° 34’ 00” N, 101° 08’ 45” O), se
ubica a 17 km al sur de Morelia, capital del estado de Michoacan, México (Figura
5). Tiene una altitud de 2300 msmn. Los arboles de Tilia mexicana son muy
escasos en esta area, el bosque comprende una inmensa superficie, llena de
rios y cascadas, donde predominan el pino y encino y habitan muchas especies

de animales y plantas, algunas de ellas endémicas (Figura 1).

En este sitio de colecta se reporta un clima C(W2) o templado subhumedo con
lluvias en verano de mayor humedad. Los rangos de temperatura se ubican
entre 16°C y 18°C y la precipitacion puede llegar a los 1,200 mm anuales. El tipo
de suelo predominante es luvisol (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16053,
2009).
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Figura 1. Ubicacién geogréafica del Municipio de Morelia y sitio de colecta (@) de
Tilia americana var. mexicana (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16053,

2009).

Sitio 2. Paracho

El Municipio de Paracho se localiza entre los paralelos 19°34’ y 19°45’ de latitud
norte; los meridianos 101°58’ y 102°11’ de longitud oeste; altitud entre 2 100 y 3
300 m. Colinda al norte con los municipios de Chilchota y Cheran; al este con los
municipios de Cheran, Nahuatzen y Uruapan; al sur con el municipio de
Uruapan; al oeste con los municipios de Uruapan, Charapan y Chilchota. Ocupa
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el 0.42% de la superficie del estado (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16065,
2009) (Figura2).

Sitio de Colecta. Se ubica a 18 km al suroeste de la comunidad de Paracho de
Verduzco, a una altitud de 2300 msnm (19° 35’ 41.09” N, 102° 04’ 13.13” O),
donde predomina bosque de encino y bosque de pino-encino (INEGI, 2005)
(Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion geografica del Municipio de Paracho y sitio de colecta (@) de
Tilia americana var. mexicana (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16065,
2009).
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Para este sitio se reporta un clima C(W2) o templado subhumedo con lluvias en
verano. Los rangos de temperatura se ubican entre 12°C y 18°C y la
precipitacion puede llegar a los 1,200 mm anuales. El tipo de suelo
predominante es andosol (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16053, 2009).

Sitio 3. Tancitaro

El Area de Proteccion de Flora y Fauna Pico de Tancitaro se localiza en la
region suroeste de la Republica Mexicana, al centro-oeste del estado de
Michoacan de Ocampo, dentro de los Municipios de Tancitaro, Periban de
Ramos, Uruapan y Nuevo San Juan Parangaricutiro. El Pico de Tancitaro y sus
alrededores, se encuentran circunscritos a la Provincia Fisiografica del Eje
Neovolcanico, en la subprovincia Neovolcanica Tarasca y cerca del limite con la
subprovincia Escarpa Limitrofe del sur, en la zona llamada Cinturén Volcanico
Mexicano (INEGI, 2005). De acuerdo con el mapa oficial de la Comisidn
Nacional de Areas Naturales Protegidas (2008), el Area de Proteccién de Flora y
Fauna cuenta con una superficie de 23,405,096.55 hectareas, sus coordenadas
extremas son 19°31’10.50"- 19°20°21.23” Latitud Norte y 102°12'41.61” -
102°24°11.81” Longitud Oeste (CONANP, 2008) (Figura 3).

Sitio de Coleta. Se localiza en un area de cafadas cerca de la Comunidad El
Rosario, a una altitud de 2,160 msnm (19° 24’ 21” N, 102° 10’ 17.19” O),
pertenece a bosque mesdfilo de montafa clasificado como un bosque mesdfilo
abierto, en donde hay un numero bajo de individuos de Tilia mexicana. Se
observan, entre otras especies arboreas, a Trema micrantha, Quercus
candicans, Alnus acuminata ssp. glabrata, Carpinus caroliniana, Saurauia
serrata, Oreopanax echinops y Hedyosmum mexicanum, con abundantes
arbustos como Rapanea juergensenii, Parathesis spp., Salvia albo-caerulea,
Fuchsia arborescens, Malvaviscus arboreus, Phymosia rosea, Dendropanax
arboreus, y algunas trepadoras como Ipomoea funis, Vitis bourgaeana y
Passiflora spp (CONANP, 2008) (Figura 3).
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En esta area se reporta un clima C(W2) o templado subhimedo con lluvias en
verano. Los rangos de temperatura se ubican entre 12°C y 18°C vy la
precipitacion puede llegar a los 1,500 mm anuales. El tipo de suelo
predominante es andosol (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16083, 2009).
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Figura 3. Ubicacién geogréfica del Area de Proteccion de Flora y Fauna Pico de

Tancitaro y sitio de colecta @) de Tilia americana var. mexicana (INEGI,
2005; Clave geoestadistica 16083, 2009).

Sitio 4. Tumbiscatio

Es un municipio de la region sureste del estado de Michoacan, se ubica entre los
paralelos 18°19" y 18°51’ de latitud norte, los meridianos 102°09’ y 102°55’ de
longitud oeste, con un intervalo de altitud entre 300 y 2,300 m. Colinda al norte
con los municipios de Aguililla, Apatzingan y La Huacana; al este con los
municipios de La Huacana y Arteaga; al sur con el municipio de Arteaga; al oeste
con los municipios de Arteaga, Coalcoman de Vazquez Pallares y Aguililla.

Ocupa el 3.53% de la superficie del estado.
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Sitio de Coleta. Se localiza a 32 km hacia el noroeste de la Ciudad de
Tumbiscatio de Ruiz en un area de montafia, a una altitud de 1,800 msnm (18°
26’ 24.60” N, 102° 30’ 26.54” O), predominante bosque pino-encino y bosque de
encino con buen numero de individuos de Tilia mexicana (INEGI, 2005; Clave
geoestadistica 16096, 2009) (Figura 4).

En esta area se reporta un clima C(W2) o templado subhimedo con lluvias en
verano. Los rangos de temperatura se ubican entre 18°C y 20°C y la
precipitacion puede llegar a los 1,200 mm anuales. El tipo de suelo
predominante es luvisol (INEGI, 2005).
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Figura 4. Ubicacion geogréfica de Tumbiscatio y sitio de colecta (@) de Tilia
americana var. mexicana (INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16096,

2009).
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Caracteristicas de los arboles fuente de semilla colectada

En el cuadro 1 se describe la cantidad de arboles por sitio de colecta y las
caracteristicas de los que fueron al fuente de semillas. En la figura 5 se
muestran fotografias de arboles de Tilia americana var. mexicana seleccionados

para la colecta de semillas.

Cuadro 1. Numero y caracteristicas de los arboles de Tilia americana var. mexicana
seleccionados para la colecta de semillas en los diferentes sitios de
Michoacan, México.

Sitio de Numero de Numero de Alturadel Circunferencia
colecta arboles por arboles arbol del tronco ala
sitio colectados (m) altura del
pecho (cm)
Ichaqueo 3 1 13 87
Paracho 1 1 13.5 79
Tancitaro 1 1 12 89
Tumbiscatio 6 1 14 92
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Figura 5. Arboles de Tilia americana var. mexicana fuente de semillas colectadas
de cada sitio. A) Ichaqueo; B) Paracho; C) Tancitaro; D) Tumbiscatio.
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CAPITULO I
GERMINACION DEL CIRIMO (Tilia americana var. mexicana) (TILIACEAE)
BAJO CULTIVO IN VITRO E INVERNADERO

RESUMEN

Para obtener los porcentajes de germinacion en Tilia americana var. mexicana
(cirimo), semillas de cuatro arboles, uno por cada sitio de colecta (Ichaqueo,
Paracho, Tancitaro y Tumbiscatio) en Michoacan, México, fueron colectadas y
cultivadas bajo condiciones de cultivo in vitro e invernadero, determinando los
porcentajes cada 30 dias. En invernadero se cultivaron 5 semillas por maceta,
iniciado la germinacién a los 90 dias en semillas del Arbol 1 (Ichaqueo) y hasta
los 120 dias del cultivo en semillas de los otros tres arboles. A los 150 dias de
cultivo se obtuvieron porcentajes de germinacion de 15.5%, 6%, 6% y 4% en
semillas provenientes del Arbol 4 (Tumbiscatio), Arbol 1 (Ichaqueo), Arbol 2
(Paracho) y Arbol 3 (Tancitaro), respectivamente. Debido a que solo germiné
una semilla por maceta, los cultivos in vitro fueron realizados con ftres
tratamientos de siembra, T1 (1 semilla/frasco), T2 (3 semillas/frasco) y T3 (5
semillas/frasco). En los cultivos in vitro, las semillas iniciaron el proceso de
germinaciéon a los 30 dias de cultivo en porcentajes mayores a los observados
en invernadero. Un 100% de germinacion se obtuvo en semillas del tratamiento
T1 de los Arboles 1y 4 y un 60% del mismo tratamiento en semillas de los
Arboles 2 y 3. Se presentan valores reales de germinacién considerando el
numero de frutos colectados, numero total de semillas y el de semillas
sembradas, determinando el porcentaje de germinacion mas alto en las
cultivadas in vitro del Arbol 1 (Ichaqueo) con un 32.2%, correspondiente al
tratamiento T1. Los cultivos in vitro de una semilla/frasco de cirimo favorecen la

germinacion, independientemente del arbol o de sitio de colecta.
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INTRODUCCION

Tilia americana var. mexicana (cirimo) es una especie con serios problemas de
propagacion sexual, los cuales han sido provocado en algunos de los casos, por
la sobreexplotaciéon de sus flores, ya que éstas presentan propiedades
medicinales de gran interés para el hombre, que ayudan a combatir el insomnio
y alteraciones nerviosas principalmente (Pavon y Rico-Gray, 2000). Ademas, la
reduccion de las poblaciones por multiplos usos que se le da a la especie, la
han situado en la categoria de plantas en peligro de extincion (PE) en la Norma
Oficial Mexicana de Ecologia (NOM-059-ECOL-2010) (SEMARNAT, 2010).

En la actualidad, pocos son los estudios de germinacion de semillas de cirimo y
en general de sus sistemas de propagacion. Entre estas investigaciones se
encuentra la realizada por Atrian-Mendoza (2005), quien establecié un sistema
de germinacién in vitro de cirimo, obteniendo Optimos porcentajes de
germinacion (54%) al cultivar semillas de colecta reciente. Garcia-Magafia
(1994), reportd porcentajes de germinacion menores del 50% al utilizar
tratamientos pre-germinativos para la propagacion en vivero, como el uso de
acidos y bajas temperaturas. En ambos estudios se puntualiza que semillas de
un afo o mas de colecta disminuyen o pierden su viabilidad y que es necesario
realizar tratamientos de escarificacion para aumentar dichos porcentajes de

germinacion.

Los bajos porcentajes de las semillas de cirimo en forma natural se deben a las
caracteristicas fisicas del fruto y la semilla, que impiden la germinacién rapida y
efectiva. El fruto presenta un pericarpio muy resistente, las semillas en su caso
tienen una testa muy peculiar, ya que ésta genera un doble efecto; el primero de
tipo quimico, por la presencia de inhibidores fendlicos; el segundo de tipo
mecanico, lo cual impide el flujo necesario de agua y oxigeno para la
germinacion (Rowe y Bazich, 2008). Bajo condiciones naturales, las semillas con

cubiertas muy fuertes, como es el caso de tilia, germinan sélo hasta que la testa
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es ablandada, lo que se consigue a través de degradacién bioquimica en la
digestion de los animales o microorganismos del ambiente inmersos en el suelo
o simplemente por las caracteristicas quimicas del suelo (Kelly et al., 1992).
Estos factores pueden retardar la germinacion de forma conjunta o sucesiva, por

lo que es importante conocer cada una de las etapas de ésta.

La germinacidon comprende tres etapas sucesivas que se superponen
parcialmente: La primera se considera la absorcidon de agua por imbibicion
causando su hinchamiento y la ruptura final de la testa, la segunda etapa
comprende el inicio de la actividad enzimatica y del metabolismo, respiratorio,
traslocacion y aislamiento de las reservas alimentarias en la regiones en
crecimiento del embrion, finalmente la tercera etapa que toma en cuenta el
crecimiento y la division celular que provoca la emergencia de la radicula y

posteriormente de la plumula (Besnier, 1989).

Existen muy pocos estudios sobre la germinacion de T. americana var.
mexicana, se ha reportado hasta un 74% de germinacién en semillas, pero solo
si las semillas son de colecta reciente y cuando las semillas aun permanecen en
el arbol, con solo un 8% de germinacion cuando las semillas tienen un afio de
colecta (Atrian-Mendoza, 2005). En este estudio el autor solo trabajé con
semillas colectadas de un solo arbol, ubicado en la ciudad de Morelia,
Michoacan. También, Garcia-Magana (1994) reporta hasta un 50% de
germinacién, pero coincide que sean semillas de colecta reciente y que deben
de remojarse por o menos tres dias, se indica en esta investigacion que se

trabajoé con semillas colectadas en campo.

Tomando en consideracion la problematica ya mencionada de T. americana var.
mexicana, es importante hacer uso de nuevas metodologias que ayuden a
maximizar la germinacién ex situ, con el fin de conseguir la propagacion de esta
especie. El uso de la biotecnologia en donde se considera el uso de hormonas

que ayuden aumentar el porcentaje de germinacion, obteniendo a su vez
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plantulas mas vigorosas, puede ser una alternativa viable. Por esta razén el
trabajo tuvo como objetivo determinar las condiciones optimas de germinacion
bajo cultivo in vitro e invernadero, para la propagacion de T. americana var.

mexicana.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de frutos y seleccion de semillas

Los frutos de T. americana var. mexicana fueron colectados en el mes de
octubre, durante la época de fructificacion (Atrian-Mendoza, 2005), en 4 arboles

de diferentes sitios del Estado de Michoacan (Cuadro 1) (Capitulo I).

Cuadrol. Ubicacion en el Estado de Michoacan de los sitios donde se realizaron las
colectas de los frutos de 4 arboles de Tilia americana var. mexicana.

No. Arbol Sitio de colecta Coordenadas de sitios Altitud
de colecta (msnm)
Arbol 1 Ichaqueo 19° 34’ 00” N 2,300
101° 08 45" O
Arbol 2 Paracho de Verduzco 19° 35" 41.09” N 2,300
102° 04’ 13.13” O
Arbol 3 Tancitaro 19°24’ 21” N 2,160
102°10’°17.19” O
Arbol 4 Tumbiscatio de Ruiz 18° 26’ 24.60” N 1,800

102° 30’ 26.54” O

Se eligid un arbol por sitio para la colecta de frutos de T. americana var.
mexicana, debido al numero reducido de éstos y al dificil acceso para obtener
semillas de mas arboles, asi como a la inseguridad por la delincuencia
organizada. En la mayoria de las localidades era el unico que habia o bien el
unico con produccién de semilla. Una vez obtenidos los frutos de cada colecta,
se procedié a liberarlos de peciolos y bracteas dejandolos limpios, para
pesarlos. A partir de aqui se contabilizaron los frutos y semillas en cada etapa de

seleccién. Posteriormente se retiraron todos aquellos frutos que tenian
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perforaciones en el pericarpio. Después se colocaron los frutos en un mortero
para fragmentar el pericarpio y extraer las semillas (Cuadro 2). Las semillas
obtenidas se colocaron en agua para eliminar las vanas por flotacion, dejando

asi solo las posiblemente viables (Doran et al., 1983).

Escarificacion y asepsia

Debido a las particularidades de la testa en la semilla de T. americana var.
mexicana y a los reportes sobre la germinacion de ésta, fue necesario realizar

una escarificacion acida previa a la siembra (Atrian-Mendoza, 2005).

La escarificacion consistié en los siguientes pasos:

1.- Agregar a las semillas en un vaso de precipitado, una solucion de HCI 10%,

por 5 minutos.
2.- Transcurrido este tiempo se elimind la solucién de HCI.

3.- Después se aplicaron 100 ml de agua estéril para dejarlas en remojo por 3

dias.

Pasado los 3 dias se realizaron los siguientes pasos de asepsia:

1.- Se agrego una solucién del detergente Hyclin® al 15 %, por 15 minutos.

2.- Transcurrido este tiempo se eliminé el Hyclin®.

3.- Después se agreg6 una solucién de Etanol al 70%, por 3 minutos.

4.- De igual manera se eliminé la solucion etandlica.

5.- Posteriormente se adicion6é H,0; al 3%, por 3 minutos.

6.- Cumplido el tiempo se eliminé el H,0.
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7.- Finalmente se agrego la solucion de Hipoclorito de Sodio comercial al 40%

(2.4% de cloro activo), por 30 minutos.

8.- Una vez cumplido el tiempo, se enjuagaron las semillas durante tres veces

con agua estéril, para eliminar el exceso de cloro.
Germinacion en invernadero

Una vez realizada la escarificacion y asepsia en las semillas de cada sitio, éstas
fueron sembradas en turba comercial (peat moss) como sustrato, en 10 macetas
de 14 cm de altura por 10 cm de diametro, se sembraron 5 semillas por maceta,
de cada localidad y se regaron cada tercer dia. Las macetas se revisaron cada
semana durante cuatro meses para obtener los porcentajes y tiempos de

germinacion.
Germinacioén in vitro

Para la siembra de semillas in vitro, previamente se prepararon medios de
cultivo de Murashige y Skoog (1962), denominado MS, suplementado con 30 g/L
de sacarosa, 0.05 mg/L de benciladenina (BA) y 0.1 mg/L de &cido giberélico
(GA3) y 8 g/L de agar bacteriologico (Bioxon®), con un pH de 5.7, en frascos de
cultivo de vidrio con capacidad d 125 mL, en base a lo publicado por Atrian-
Mendoza (2005). La esterilizacion de frascos con 20 mL de medio de cultivo se

realizé en autoclave a 15 Ibs/pulg? por 20 min.

La siembra fue realizada en una campana de flujo laminar, sembrando 15
frascos con semillas de cada localidad (15 frascos por tratamiento): para el
primer tratamiento, se realiz6 la siembra de una semilla por frasco (T1); en el
segundo tratamiento se sembraron 3 semillas por frasco (T2); y en el tercer

tratamiento, se cultivaron 5 semillas por frasco (T3).

La incubacion de las semillas fue en un cuarto de cultivo con una intensidad de

132 WE mi/seg? con un fotoperiodo de 16 horas luz, a una temperatura de 25°C.
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Se determiné el porcentaje de germinacion total y los tiempos inicial y final de la

germinacion, para cada tratamiento y localidad.

RESULTADOS

La colecta y seleccion de frutos y semillas de T. americana var. mexicana,
permitié cuantificar y comparar, primeramente, el numero de frutos que se
colectaron de cada uno de arboles, asi como el nimero de semillas obtenidas.
Lo anterior demostré que no siempre el numero de frutos es representativo del
numero de semillas (Figura 1). En general los frutos del cirimo solo contienen

una semilla, muy raramente dos.

En el cuadro 2, se muestra el numero de frutos colectados y semillas obtenidas
de T. americana var. mexicana para cada uno de los arboles. En éste se observa
que las del Arbol 4 (Tumbiscatio), donde se colectd el mayor nimero de frutos
(846), finalmente se obtuvieron 173 semillas aparentemente viables después del
proceso de seleccién. En el caso de las semillas colectadas en el Arbol 2
(Paracho), se colecté el menor numero de frutos, obteniendo solo 223 sanos, de
los cuales finalmente se lograron 102 semillas aparentemente viables. En la
Figura 1 se puede apreciar como el nimero de frutos colectados en el Arbol 2 es

mayor al numero de semillas obtenidas y aparentemente viables.

Figura 1. Comparacion entre el numero de frutos colectados y el numero de
semillas obtenidas después del proceso de seleccion de Tilia americana
var. mexicana (Semillas del Arbol 2, sitio de colecta de Paracho).
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Cuadro 2. Numero (#) y porcentaje (%) de frutos colectados y semillas obtenidas de
4 arboles de Tilia americana var. mexicana.

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4
CANTIDAD
Parametro # % # % # % # %
NuUmero de frutos 316 100 223 100 269 100 846 100
Frutos descartados 104 32.91 27 1210 36 13.38 293 31.08
Frutos vacios 14 4.4 76 34.08 41 15.24 101 11.93
Semillas en frutos 198 62.65 120 53.81 192 71.37 452 53.42

Semillas descartadas 93 29.43 18 8.7 85 31.59 279  32.97

por flotaciéon

Total de semillas 105 33.22 102 4573 107 39.77 173 20.44
obtenidas

Los datos del cuadro 2, convertidos en porcentaje, permiten ver, como en la
colecta del Arbol 4 (Tumbiscatio), hubo una mayor pérdida de frutos y semillas
en el proceso de seleccién, logrando obtener tan solo un 20.44% de semillas. En
cambio, la colecta del Arbol 2 (Paracho), no hubo una pérdida considerada ya

que se obtuvo un 45.73% de semillas.

Una vez seleccionado los frutos y extraido las semillas, estas ultimas se
sometieron a dos métodos de germinacion, uno bajo cultivo en invernadero y el

otro bajo cultivo in vitro.

Germinaciéon en invernadero

En las semillas germinadas en invernadero, se observd el inicio de la
germinacidon a los 90 dias después de la siembra, con bajos porcentajes de
germinacion solo en las semillas del Arbol 1 (Ichaqueo), las cuales mostraron 2%
de germinacién. Hasta los 120 dias, la germinacion se presenté en las semillas
de los otros tres arboles, tiempo en el cual las del Arbol 4 (Tumbiscatio)
mostraron un 10% de germinacion, las de menor germinacion a este tiempo
fueron las del Arbol 3 (Tancitaro) con solo 2% de germinacién (Figura 2). Es

importante hacer notar que por cada maceta se sembraron 5 semillas de cirimo

43



de las cuales en la mayoria de los casos solo una germind. A los 150 dias
después de la siembra se consiguieron los maximos porcentajes de germinacion,
siendo las del Arbol 4 las que presentaron el mayor porcentaje (15.5%), seguido
de las de Arbol 1 (Ichaqueo) (6%), Arbol 2 (6%) y por Gltimo las del Arbol 3 (4%)
(Figura 2). En la figura 3A se muestran plantulas de cirimo de semillas

colectadas en el Arbol 1 (Ichaqueo), a los 90 dias de su cultivo en invernadero.

Los resultados del proceso de germinacion en invernadero con la siembra de 5
semillas por maceta, permitié replantear el disefio para germinacion in vitro, por
lo que se disefaron tres diferentes tratamientos: siembra de una semilla por
frasco de cultivo; 3y 5 semillas. Debido a la falta de semillas y al largo tiempo de
germinacion en invernadero, no se llevé a cabo el experimento de germinacion

bajo esta condicion de cultivo.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de semillas de T. americana var. mexicana en

condiciones de cultivo de invernadero.
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Figura 3. Plantulas de T. americana var. mexicana germinadas en invernadero (150
dias de cultivo) (A) y en cultivo in vitro: Rompimiento de testa, 30 dias de
cultivo (B); Emergencia de radicula y desarrollo de hojas cotiledonares,
60 dias de cultivo (C); Plantula de 90 dias de cultivo (D).

Germinacioén in vitro

En cuanto al proceso de germinacion in vitro, este inicié a los 30 dias después
del cultivo de las semillas de los 4 arboles. En la figura 4 se muestran los
porcentajes de germinacién por arbol, sin tomar en consideracién el numero de

semillas sembradas por frasco de cultivo.
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Figura 4. Porcentaje de germinacion total (T1, T2 y T3) de semillas de T.

americana var. mexicana en condiciones de cultivo in vitro por éarbol,
durante 90 dias.

Las semillas de los 4 arboles mostraron un aumento en el porcentaje de la
germinacion en general, como se observa en la figura 4. Las provenientes de los
Arboles 1 (Ichaqueo) y 4 (Tumbiscatio), fueron las de mayor porcentaje de
germinacién, alcanzando el 44.4% y 53.3% a los 90 dias del cultivo,
respectivamente. Las de los Arboles 2 (Paracho) y 3 (Tancitaro) solo obtuvieron

un 17.7% y un 26.6%, respectivamente.

Durante este proceso de germinacién in vitro), primeramente se observé la
emergencia de radicula (Figura 3B). A los 60 dias del cultivo pudo observarse el
desarrollo de las hojas cotiledonares (Figura 3C) y a los 90 dias el desarrollo de

plantulas con hojas verdaderas en desarrollo (Figura 3D).
Los valores de los porcentajes de germinacion por arbol, presentados por el

namero de semillas cultivadas por frasco, muestran claramente que con el

tratamiento T1 (1 semilla/frasco) se obtuvieron los porcentajes mas altos de
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germinacion, obteniendo hasta un 100% en semillas de los Arboles 1y 4, con un
60% en las de los Arboles 2 y 3 (Figura 5).

Con el tratamiento T2 (3 semillas/frasco), los porcentajes de germinacion fueron
menores al 38% en semillas de los Arboles 1, 2 'y 3, con un 62% en semillas del
Arbol 4 (Tumbiscatio). Las semillas en T3 (5 semillas/frasco) mostraron
porcentajes de germinacion menores a 35% para las semillas colectadas en los

4 arboles (Figura 5).
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Figura 5. Porcentajes de germinacion en semillas cultivadas in vitro por la siembra de
una semilla (T1), 3 semillas (T2) y 5 semillas (T5) de cada uno de los arboles,
a los 90 dias del cultivo.

Eficiencia de germinacién respecto al nimero de frutos colectados

Debido a que los resultados anteriores solo describen los porcentajes de
germinacién, considerando el numero de semillas cultivadas tanto en
invernadero como in vitro, fue importante determinar los porcentajes de
germinacion reales, realizando la diferencia entre el numero de frutos colectados

(total de semillas), con respecto al numero de semillas germinadas por arbol.
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En el cuadro 3 se muestran los porcentajes de germinacion reales, obtenidos por
el numero de frutos colectados, las semillas cultivadas y las semillas que
germinaron. En el Arbol 4 (Tumbiscatio) se colecté el mayor numero de frutos,
considerandolo como el 100%, en base a esto, las semillas de este arbol
presentaron solamente el 2.86% de germinacién en invernadero y un 7.36% en

cultivo in vitro.

La colecta del Arbol 1 (Ichaqueo) presentd 1.99% de semillas germinadas en
invernadero y 11.96% en cultivos in vitro, este ultimo porcentaje fue el mas alto
con respecto a los otros tres arboles. Las semillas colectadas del Arbol 3
(Tancitaro) presentaron 3.18% de germinacion en semillas cultivadas en
invernadero, siendo este el porcentaje mas alto con respecto a las otros arboles
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentajes de germinacion de Tilia americana var. mexicana con
respecto al total de frutos colectados en cuatro arboles.

GERMINACION REAL (%)

TRATAMIENTO Arbol1  Arbol2  Arbol 3 Arbol 4
Frutos colectados 33.22 45.73 39.77 100
(846)
Semillas germinadas en invernadero (5) 1.99 2.74 3.18 2.86
Semillas germinadas in vitro (5) 11.96 7.31 9.54 7.36
Semillas germinadas in vitro (3) 13.29 6.09 5.30 13.63
Semillas germinadas in vitro (1) 33.22 27.44 23.86 20.44
DISCUSION

Tilia mexicana, una planta lefosa con dificultades de propagarse tanto sexual
como asexualmente (Garcia-Magana, 1994), es un ejemplo de las miles de
especies que requieren metodos alternativos a los convencionales para lograr no
solo su propagacién, sino la conservaciéon de su germoplasma, ya que es una
especie en peligro de extincion (SEMARNAT, 2010). En la presente
investigacion se presentan resultados alentadores para conseguirlo, ya que fue

posible su germinacion in vitro en porcentajes del 100% en semillas provenientes
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de los Arboles 1 (Ichaqueo) y 4 (Tumbiscatio), correspondiente a porcentajes
reales de germinacion de 33.22% y 20.44%, respectivamente. Los porcentajes
de germinacion en invernadero fueron los mas bajos, independientemente de los

arboles.

Los resultados de la germinaciéon concuerdan con la aseveracion de Baily
(1961), quien reporta que la recoleccidon temprana de frutos de Tilia cuando
éstos se tornan color café tenue, es recomendable para realizar su siembra, y
que los mayores porcentajes de germinacion de semillas de Tilia resultan
cuando los frutos son colectados en fechas muy cercanas a la época de caida

de los frutos y sembradas de inmediato.

En invernadero, los porcentajes reportados por Garcia-Magafia (1994) no
concuerdan con los obtenidos en la presente investigacion, quien consigue hasta
un 50% de germinacion en semilla de cirimo de reciente colecta, ya que las
semillas de mayor porcentaje fueron las del Arbol 4 (Tumbiscatio) (15%) que
correspondié a un porcentaje de germinacion real del 2.86%. Sin embargo,
Atrian-Mendoza (2005) obtuvo porcentajes de germinacion del 10% en semilla
de reciente colecta sembradas en invernadero, resultado mas acorde a lo

obtenido al sembrar las semillas colectadas de los diferentes arboles.

Con los tratamientos de siembra de 1, 3 y 5 semillas por frasco en cultivos in
vitro, pudo observarse una relacién directa entre el numero de semillas y el
porcentaje de germinacion, obteniéndose los mayores porcentajes al cultivar una
semilla por frasco de cultivo. La presencia de ciertas sustancias inhibidoras
presentes en las mismas semillas pudo ser lo que determind los bajos
porcentajes de germinacién al cultivar 3 6 5 semillas por frasco de cultivo (Rowe
y Bazich, 2008).

Los cultivos in vitro de semillas de T. americana var. mexicana muestran el éxito

en la germinacion, ya que independientemente del Arbol, los porcentajes de
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germinacién siempre fueron mas altos que los logrados en condiciones de
invernadero. Sin embargo existen diferencias de los porcentajes de germinacién
entre cada Arbol, con 100% de germinacion para semillas del Arbol 1 (Ichaqueo)
y Arbol 4 (Tumbiscatio), 60% para las provenientes de los Arboles 2 (Paracho) y

3 (Tancitaro), al cultivarse una semilla por frasco de cultivo.

Las condiciones de cultivos in vitro como alta humedad relativa (100%) vy
abastecimiento Optimo de nutrimentos por el medio de cultivo, asi como las
condiciones controladas de luz, temperatura y pH, favorecen la germinacién en
diferentes tipos de semillas como Pinus spp, cactaceas, orquideas, entre otras
plantas (Clyton et al., 1990; George y Debergh, 2008).

Este trabajo constituye un éxito en el cultivo in vitro de semillas de T. americana
var. mexicana, ya que con este método pueden obtenerse altos porcentajes de
germinacioén, cultivando semillas provenientes de diferentes arboles y diversas
localidades, lo que permite tener una mayor variabilidad genética y conseguir su

propagacion con propositos de repoblacion o conservacion.

CONCLUSIONES

Se logré la germinacién de semillas de T. americana var. mexicana tanto en
cultivos in vitro como en invernadero. En cultivos in vitro se obtuvieron los
menores tiempos para la germinacion y los mayores porcentajes de germinacion.
Los cultivos in vitro de una semilla/frasco de cirimo favorecen la germinacion,
independientemente del arbol o de sitio de colecta. Las semillas procedentes de
arboles de Tumbiscatio e Ichaqueo presentaron los mayores porcentajes de

germinacion.
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CAPITULO Il
DESARROLLO INICIAL DE PLANTAS DE CIRIMO (Tilia americana var.
mexicana) (TILIACEAE) BAJO CULTIVO IN VITRO E INVERNADERO

RESUMEN

Para conocer el desarrollo inicial, de plantas de semillas de Tilia americana var.
mexicana Schitdl, de cuatro arboles de Michoacan (Tumbiscatio, Ichaqueo,
Paracho y Tancitaro), en condiciones de invernadero e in vitro, se tomaron
mediciones de caracteristicas relacionadas con el desarrollo de las plantas. A
partir de la fecha de trasplante, se registraron las mediciones cada 30 dias,
durante 180 dias. Se establecieron las plantas bajo un disefio completamente al
azar, en donde cada tratamiento (arbol) estuvo representado por 25 plantas.
Obteniendo el arbol 1 (Ichaqueo) y arbol 4 (Tumbiscatio), el mejor desarrollo en
la mayoria de los parametros medidos, tanto en condicién invernadero como in
vitro. En invernadero las plantas del arbol 4 y del 1, mostraron en promedio un
desarrollo mayor a los 180 dias de edad, en la altura del tallo (12.39 y 15.23
cm), area foliar (29.27 y 13.18 mm?) y longitud de raiz (9.50 y 10.50 cm), en
comparacion con las plantas del arbol 2 (Paracho) y el arbol 3 (Tancitaro), donde
el desarrollo fue menor, pero mayor en numero de hojas (7.87 y 6.68). Para in
vitro de igual manera, las plantas del arbol 4 y 1, tienen mayor altura de tallo,
(3.07 y 2.63 cm), numero de raices secundarias (7.07 y 7.13) y longitud de raiz
(1.80 y 1.40 mm?). Solamente en el numero de hojas Tancitaro (arbol 3) y
Paracho (arbol 2) presentan un mayor numero (7.60 y 7.87)

En cuanto a la diferencias en el desarrollo de las plantas entre las localidades de
colecta, dentro de cada condicion y edad de desarrollo. Las pantas de
invernadero e in vitro presentaron diferencias altamente significativas entre las
localidades de colecta (P<0.013) y (P<0.0012) respectivamente, durante todo el
periodo de evaluacion, en las caracteristicas altura, area foliar, longitud de raiz y
numero de yemas para invernadero y altura de tallo y longitud de raiz para in

vitro.
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INTRODUCCION

Las plantas al igual que cualquier otro ser vivo, cumplen un ciclo vital. Este ciclo,
esta constituido por una serie de etapas en las que el desarrollo y crecimiento,
trabajan conjuntamente. (Fernandez, et. al, 1986). Es importante distinguir los
dos conceptos anteriores, porque si bien trabajan en conjunto, tienen cada uno

Su propia accion.

El crecimiento es el aumento de tamafo en la planta, que puede medirse en
materia seca o dimensiones, y se origina como consecuencia de formaciones de
nuevas células, de la expansion de células constituyentes y de la produccién de
asimilados. En cuanto al desarrollo, es el paso de la planta, desde la
germinacion hasta la madurez, por una serie de fases que, en la mayor parte,
estan bien definidas (will, 1989).

El cirimo es muy apreciado en Michoacan por su uso en la fabricacion de
guitarras y artesanias (Bravo-Marentes y Lopez-Gdémez, 1999), ademas de tener
uso medicinal (Avilés-Montes, 2008), por lo que ha sido sobreexplotado. Por esta
razon, muchas de las poblaciones reportadas en la literatura, actualmente ya no
existen, y las pocas poblaciones remanentes presentan en ocasiones un solo
individuo o muy pocos individuos establecidos en zonas de dificil o peligroso
acceso. Debido a esta situacion, actualmente esta catalogado como especie en
peligro de extincion por la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-2010
(SEMARNAT, 2010).

Los reportes indican que Tilia mexicana tiene problemas de propagacion debido
a caracteristicas propias de su semilla (Rowe y Bazich, 2008) y que al parecer
pueden ser superados con tratamientos pre-germinativos (Garcia-Magafa,
1994). En las poblaciones visitadas durante la colecta de material para la
realizacidon del presente estudio, no se observd presencia de plantula alguna de

la especie.
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Se han realizado algunos estudios sobre la especie, como el desarrollado con
fines farmacolégicos, en donde se le propagé por esquejes bajo dos
tratamientos: T1 - los esquejes se mantuvieron a la temperatura del invernadero
(Ti) de 31+2 °C, temperatura del sustrato (Ts) de 28+1 °C y humedad relativa
(Hr) 2712 %; T2 - con microclima utilizando un plastico para cubrir las charolas,
manteniendo la temperatura del microclima (Tm) en 2912 °C, la Ts en 26£2 °C y
la Hr en 87.3+2 %; y en donde T2 fue el mejor tratamiento obteniendo hojas de 3
a 10 cm del apice al peciolo en la octava semana de cultivo (Avilés-Montes,
2008).

Se ha tratado de propagar por enraizamiento de estacas probando diferentes
fechas de colecta y tratamientos tomando en cuenta el largo y diametro de las
estacas de cirimo, se obtuvo enraizamiento solo en las estacas colectadas en el
mes de septiembre con un porcentaje promedio de 39.6 %, sin encontrar
diferencias significativas entre tratamientos; cuando evaluaron el numero de
raices encontraron valores promedio de 2.1 a 3.1; en el diametro de raices se
encontraron diferencias significativas que variaron de 0.14 a 0.47 mm; a los 60
dias de tratamiento la longitud de las raices fue de 0.44 a 1.4 cm; se presentd
formacion de callo en los cuatro periodos de evaluacion y variéo de 6.3 a 33.1

siendo esta en el mes de diciembre (Mufoz-Flores et al., 2011).

Tilia mexicana se ha propagado con éxito tanto in vitro como ex vitro alcanzando
tamarnos de 4 a 5 cm de altura, a su vez de estas se han utilizado las yemas
axilares y apicales para regenerar plantulas por brotacion multiple, obteniendo
de 1 a 7.75 brotes por yema bajo 25 diferentes tratamientos; los brotes
presentaron entre 1.6 y 4.5 cm de altura; en los brotes se utilizaron siete
diferentes tratamiento de acido indolbutirico (AIB) para inducir la formacién de
raices, lograndose solo en cuatro tratamientos de 1 a 6 raices por brote con
tamanos que variaron entre 1.6 y 3.5 cm, que se formaron entre los 30 y los 50

dias de prueba (Salgado-Garciglia et al., 2010).
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A pesar de los estudios realizados al cirimo, poco se sabe aun sobre su
desarrollo, por lo que el objetivo del presente trabajo fue analizar el desarrollo
inicial de Tilia mexicana en condiciones de vivero e in vitro de semillas

procedentes de cuatro localidades de distribucion natural de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Trasplante en invernadero

Se colectaron semillas de Tilia americana var. mexicana en cuatro arboles de
Michoacan: arbol 1 (Ichaqueo), arbol 2 (Paracho), arbol 3 (Tancitaro) y arbol 4
(Tumbiscatio). Debido a la inseguridad y el dificil acceso solo se pudo colectar
un solo arbol de cada localidad. Las semillas se pusieron a germinar en
condiciones de laboratorio, una vez que las semillas germinaron, con una edad
aproximada de 90 dias, las plantulas fueron trasplantadas en macetas usando
como sustrato una mezcla de turba-agrolita en proporcidon de 1:1, bajo
condiciones de alta humedad relativa, regando cada tercer dia y fertilizando cada
mes con Triple plus (17-17-17, N-P-K).

Trasplante in vitro

Con el propésito de determinar como se desarrollan y crecen las plantulas de
Tilia americana var. mexicana, en condicion in vitro, estas se trasplantaron a los
90 dias de edad aproximadamente, en frascos de vidrio con medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) (1962), el cual fue suplementado con 30 g L™ de
sacarosa, 5.0 mg L™ de Acido Idolbutirico (AIB) ) y 8 g L™ de agar bacteriolégico
(Bioxén®), con un pH de 5.7. Una vez preparado el medio de cultivo, este se
vacio en los frascos, para esterilizarlo en autoclave por 25 minutos. Transcurrido
el tiempo de esterilizacion se dejaron enfriar los medios de cultivo.
Posteriormente, en una campana de flujo laminar, se trasplanté una plantula por

frasco. Todas las plantulas se mantuvieron en un cuarto de cultivo con una
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intensidad de 132 pE m seg'2 y un fotoperiodo de 16 horas luz, a una

temperatura de 25 °C.
Variables evaluadas

En cada condicion: invernadero e in vitro se tomaron mediciones de
caracteristicas relacionadas con el desarrollo de las plantas. Las mediciones
fueron tomadas con ayuda de un vernier digital y el area foliar se realizdé con
laminas de acetato. A partir de la fecha de trasplante, se tomaron mediciones
cada 30 dias durante 180 dias (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables evaluadas, unidades de evaluacion y simbologia
utilizada en cada condicion de evaluacion.

Variable Unidades Simbologia Condicion
Longitud de raiz cm longraiz invernadero  in vitro
Presencia de raices secundarias -+ raizsec invernadero  in vitro
Numero de raices secundarias namero nraizsec invernadero  in vitro
Altura del tallo cm alt invernadero  in vitro
Numero de yemas ndamero nyemas invernadero -
Numero de hojas numero nhojas invernadero  in vitro
Area foliar mm? areafol invernadero -

Analisis de datos

En las dos condiciones: invernadero € in vitro, se establecieron las plantas bajo
un disefo completamente al azar, en donde cada tratamiento (localidad) estuvo
representado por 25 plantas. Los datos obtenidos en las mediciones, para las
dos condiciones bajo las cuales se llevd a cabo el experimento, fueron
analizados con el paquete estadistico SAS (2004). Se obtuvieron los valores
promedio con el procedimiento MEANS para cada localidad de colecta, en cada
condicion de desarrollo y edad de medicion. Posteriormente, se realizé un
anadlisis de varianza para cada variable evaluada con el procedimiento GLM,
para saber si habia diferencias en el desarrollo de las plantas entre las
localidades de colecta, dentro de cada condicion y edad de desarrollo, utilizando

el siguiente modelo:
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Yi=p+Li+ e

Donde Yjj es el j-esimo valor de la variable evaluada en la i-ésima localidad, p es
la media general de la poblacion, L; es el efecto de la i-ésima localidad, y ej es el

error experimental asociado a la j-ésima observacion de la i-ésima localidad.

Se explord la relacion entre las caracteristicas medidas con una correlacion de
Pearson utilizando el procedimiento CORR, que proporciona la significancia del

analisis.

RESULTADOS
Valores promedio de las caracteristicas medidas

En condiciones de invernadero las plantas mas altas fueron las provenientes de
el arbol 1 (Ichaqueo) y el arbol 4 (Tumbiscatio), con alturas de entre 7.15y 15.23
cm; las plantas de arbol 2 (Paracho) y el arbol 3 (Tancitaro), presentaron alturas
de entre 5.54 y 9.30 cm entre los 30 y los 180 dias de edad (Cuadro 2). Aunque
el numero de hojas fue similar en las cuatro localidades, el mayor numero de
hojas se presentdé a los 120 dias de desarrollo, después del cual hubo una
tendencia a disminuir (Cuadro 2), encontrandose el menor numero de hojas
promedio en las plantas de Tumbiscatio (arbol 4) (2.55) y el mayor en las plantas
provenientes de Tancitaro (arbol 3) (10.68). EI numero de yemas promedio fue
mayor en Tumbiscatio (arbol 4) (entre 7.96 y 13.40) y menor en Paracho (arbol
2) (entre 6.22 y 7.57); tanto en las plantas de Tancitaro (arbol 3) como en las de
Tumbiscatio (arbol 4), el numero de yemas fue mas variable con el tiempo de
desarrollo que en las plantas de las otras dos localidades (Cuadro 2). El area
foliar fue mayor en las plantas de Tumbiscatio (arbol 4) (entre 9.29 y 29.27 mm?)
y las de Tancitaro (arbol 3) presentaron la menor area foliar (entre 6.59 y 8.17
mm?) (Cuadro 2). El nimero de raices secundarias presentd el menor valor en
las plantas procedentes de Ichaqueo (arbol 1) (2.17) a los 30 dias de desarrollo y

el mayor numero en Tancitaro (arbol 3) a los 180 dias de desarrollo (15.00)
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(Cuadro 2). La longitud de la raiz fue, en promedio, mayor en las plantas de
Ichaqueo (arbol 1) (de 5.60 a 10.50 cm) y los menores valores se presentaron en
las de Tancitaro (arbol 3) (de 4.50 a 7.70 cm) (Cuadro 2).

En condiciones de in vitro las plantas mas altas fueron las provenientes de
Tumbiscatio (arbol 4) seguidas por las de Ichaqueo (arbol 1) con alturas de entre
143 y 3.07 cm; las plantas de Paracho (arbol 2) y Tancitaro (arbol 3)
presentaron alturas de entre 0.68 y 1.94 cm entre los 30 y los 180 dias de edad
(Cuadro 2). En promedio, el numero de hojas fue mayor en las plantas
procedentes de semillas del arbol 2 y el arbol 3 (de 1.87 a 7.87) y menor en las
procedentes del arbol 1 y del arbol 4 (de 1.87 a 7.07); en esta condicién de
desarrollo el numero de hojas aumentd, conforme avanzé la edad de desarrollo
(Cuadro 2). El numero de raices secundarias presentd los menores valores en
las plantas procedentes del arbol 2 (de 1.13 a 5.53) y los mayores numeros se
presentaron en las plantas procedentes del arbol 1y del 4 (de 1.13 a 7.13) y en
todas las plantas tendié a incrementarse con la edad (Cuadro 2). La longitud de
la raiz se increment6é conforme avanzé la edad y varié de una localidad a otra,
los menores valores se presentaron en las plantas procedentes del arbol 2 y del
3 (de 0.30 a 1.40 cm) y los mayores del arbol 1 y del arbol 4 (de 0.30 a 1.90 cm)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Valores promedio de las variables evaluadas en cada condicion de
desarrollo, edad de medicién y localidad de colecta de Tilia americana var. mexicana.

Invernadero

in vitro

Ichaqueo Paracho Tancitaro Tumbiscatio

Ichaqueo Paracho Tancitaro Tumbiscatio

Variable Edad Arbol1 Arbol2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 1 Arbol2  Arbol 3 Arbol 4
Alt 30 7.15 5.54 5.88 7.33 1.43 0.97 0.68 1.61
Alt 60 8.08 5.90 6.37 8.35 1.69 1.13 0.94 1.87
Alt 90 9.78 6.36 6.96 9.90 2.01 1.29 1.21 2.15
Alt 120 11.80 6.96 7.63 10.89 2.33 1.44 1.47 2.40
Alt 150 13.44 7.67 8.41 11.72 2.63 1.57 1.72 2.74
Alt 180 15.23 8.52 9.30 12.39 2.93 1.71 1.94 3.07

nhojas 30 4.48 4.13 3.96 4.13 1.87 2.00 1.87 1.93
nhojas 60 6.64 6.52 714 5.90 1.93 2.33 2.87 1.67
nhojas 90 7.18 7.04 9.95 5.80 2.20 3.73 3.80 2.67
nhojas 120 9.09 7.26 10.68 6.40 3.27 5.33 5.60 413
nhojas 150 8.32 6.87 9.27 4.35 4.60 6.73 6.67 5.60
nhojas 180 5.68 7.87 6.68 2.55 6.07 7.87 7.60 7.07
nyemas 30 8.00 6.22 6.00 7.96 -—- -—- -—- -—-
nyemas 60 8.00 6.83 8.59 10.05 - - - -
nyemas 90 8.64 6.74 10.50 11.50 -—- -—- -—- -—-
nyemas 120 8.14 6.74 9.27 11.45 - - - -
nyemas 150 9.00 7.57 8.36 12.50 -—- -—- -—- -—-
nyemas 180 6.00 7.35 6.77 13.40 - - - -
areafol 30 7.96 6.97 6.59 9.29 -—- -—- -—- -—-
areafol 60 9.17 7.27 6.98 13.34 -—- -—- -—- -—-
areafol 90 10.16 7.57 7.21 17.19 - - - -
areafol 120 11.02 7.93 7.51 20.60 -—- -—- -—- -—-
areafol 150 12.04 8.27 7.80 24.09 - - - -
areafol 180 13.18 8.61 8.17 29.27 -—- -—- -—- -—-

nraizsec 30 217 2.57 2.35 2.87 1.13 1.13 1.07 1.13

nraizsec 60 5.41 5.52 4.36 5.60 1.33 1.27 1.40 1.67

nraizsec 90 7.41 7.61 6.59 7.60 2.60 1.60 2.40 2.67

nraizsec 120 9.50 9.61 9.41 9.70 4.47 2.73 3.60 4.13

nraizsec 150 11.55 11.61 11.77 11.70 5.80 4.27 4.93 5.60

nraizsec 180 14.09 13.73 15.00 13.70 713 5.53 6.33 7.07

longraiz 30 5.60 4.30 4.50 6.00 0.40 0.30 0.30 0.30

longraiz 60 6.70 4.90 5.00 6.50 0.80 0.50 0.50 0.70

longraiz 90 7.10 5.60 5.60 6.90 1.10 0.70 0.70 1.00

longraiz 120 8.60 6.30 6.20 7.20 1.10 0.90 1.10 1.30

longraiz 150 9.90 7.20 6.90 8.50 1.40 1.20 1.20 1.60

longraiz 180 10.50 8.30 7.70 9.50 1.80 1.40 1.40 1.90
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Analisis de varianza de las caracteristicas entre localidades

En condiciones de invernadero las plantas presentaron diferencias altamente
significativas entre arboles (P<0.013), durante todo el periodo de evaluacion, en
las caracteristicas altura, area foliar, longitud de raiz y numero de yemas (Cuadro
3). El numero de hojas no presentd diferencias significativas entre arboles a los 30
dias de desarrollo (P=0.66), fue parcialmente significativo a los 60 dias (P=0.07) y
posteriormente la diferencia entre arboles fue altamente significativa (P<0.0001)
(Cuadro 3). El numero de raices secundarias presentd diferencias altamente
significativas entre plantas provenientes de cada arbol, durante los primeros 90
dias de desarrollo (P<0.0032), posteriormente fue similar entre arboles (P=0.76) y
volvieron a presentarse diferencias durante la ultima medicién (P<0.009) (Cuadro
3).

En condiciones de in vitro las plantas presentaron diferencias altamente
significativas entre los arboles colectados (P<0.0012), durante todo el periodo de
evaluacion, en las caracteristicas altura y longitud de raiz (Cuadro 3). El numero
de hojas no presentd diferencias significativas entre arboles a los 30 dias de
desarrollo (P=0.51), pero posteriormente la diferencia entre arboles fue altamente
significativa (P<0.0001) (Cuadro 3). El numero de raices secundarias no presento
diferencias entre arboles durante los primeros 60 dias de desarrollo (P=0.31), pero
posteriormente se presentaron diferencias altamente significativas (P<0.007)

durante el resto del tiempo de evaluacion (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Cuadrados medios (C.M.) y significancia (P>F) de los
analisis de varianza entre localidades de muestreo de Tilia
americana var. mexicana para cada condicion de desarrollo y
edad de medicion.

Invernadero in vitro

Variable Edad C.M. P>F C.M. P>F
Alt 30 18.41 <0.0001 2.72 <0.0001
Alt 60 32.42 <0.0001 2.98 <0.0001
Alt 90 74.85 <0.0001 3.53 <0.0001
Alt 120 125.08 <0.0001 4.13 <0.0001
Alt 150 164.64 <0.0001 5.50 <0.0001
Alt 180 133.66 <0.0001 7.10 <0.0001
Areafol 30 33.41 <0.0001
Areafol 60 178.43 <0.0001
Areafol 90 443.76 <0.0001
Areafol 120 767.58 <0.0001 -— -
Areafol 150 1193.87 <0.0001
Areafol 180 1876.21 <0.0001
Longraiz 30 148.19 <0.0001 0.17 0.0012
Longraiz 60 142.53 <0.0001 0.54 <0.0001
Longraiz 90 144.07 <0.0001 0.93 <0.0001
Longraiz 120 143.37 <0.0001 1.37 <0.0001
Longraiz 150 137.77 <0.0001 1.62 <0.0001
Longraiz 180 209.86 <0.0001 2.05 <0.0001
Nhojas 30 1.10 0.6687 0.06 0.5113
Nhojas 60 5.39 0.0744 4.09 <0.0001
Nhojas 90 65.76 <0.0001 9.44 <0.0001
Nhojas 120 78.30 <0.0001 17.66 <0.0001
Nhojas 150 95.54 <0.0001 15.31 <0.0001
Nhojas 180 109.06 <0.0001 9.48 0.0006
Nraizsec 30 2.07 0.0032 0.02 0.9279
Nraizsec 60 7.30 <0.0001 0.46 0.3117
Nraizsec 90 5.11 0.0003 3.62 0.0076
Nraizsec 120 0.34 0.7683 8.58 0.0005
Nraizsec 150 0.22 0.9044 7.26 0.0022
Nraizsec 180 7.98 <0.0094 8.42 0.0006
Nyemas 30 26.99 0.0130 - -—-
Nyemas 60 38.35 0.0007 - -
Nyemas 90 96.30 <0.0001 - -—-
Nyemas 120 84.24 <0.0001 - -
Nyemas 150 98.39 <0.0001 - -
Nyemas 180 236.19 <0.0001
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Relaciones entre las caracteristicas medidas

En la condicion de invernadero, A los 30 dias de desarrollo la longitud de raiz
estuvo relacionada positivamente con la altura, el numero de yemas y el area
foliar, y esta ultima estuvo positivamente relacionada con el numero de raices
secundarias. A los 60 dias de desarrollo, la longitud de raiz estuvo relacionada
positivamente con el numero de raices secundarias y el numero de yemas, el
numero de raices secundarias estuvo relacionado positivamente con la altura y
con el area foliar y la altura estuvo relacionada positivamente con el numero de
yemas, es decir, a mayor longitud de raiz, las plantas presentaron un mayor
numero de raices secundarias, fueron mas grandes y tuvieron mas area foliar y
numero de yemas (Cuadro 4). Lo que significa que a una mayor capacidad de
asimilar nutrimentos, las plantas tuvieron mayores posibilidades de crecimiento y
desarrollo.
Cuadro 4. Valores de correlacion entre las caracteristicas

medidas para la condicién de desarrollo de invernadero a los
30 (arriba de la diagonal) y los 60 (debajo de la diagonal) dias

de medicién.
longraiz nraizsec alt nyemas areafol
longraiz - 0.35336 0.36523 0.34806
0.0006 0.0003 0.0007
nraizsec 0.20486 - 0.23021
0.057 0.0273
\8 Alt 0.23291 - 0.18068 8
© o
o 0.0299 0.0848 >
© %)
nyemas 0.37709 0.21263 -
0.0003 0.048
areafol 0.37109 0.2483 -
0.0004 0.0204

A los 90 dias de desarrollo el nimero de raices secundarias se relacion6
positivamente con la altura y el area foliar, ésta también se relacioné

positivamente con el numero de yemas, pero negativamente con el numero de
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hojas, esto implica un sacrificio en el numero de hojas por parte de la planta, en la
busqueda de una mayor cantidad de area foliar que le permita mayor capacidad
fotosintética; el numero de yemas se relacioné positivamente con la longitud de
raiz y la altura (Cuadro 5). A los 120 dias se encontrd una relacidon positiva entre
el numero de yemas y la longitud de raiz, la altura y el area foliar; ésta, como a los
90 dias, presenté una relacién negativa con el numero de hojas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de correlacion entre las caracteristicas medidas para

la condicion de desarrollo de invernadero a los 90 (arriba de la diagonal)

y los 120 (debajo de la diagonal) dias de medicion.
longraiz nraizsec alt nyemas Nhojas areafol

longraiz - 0.34733
0.001
nraizsec - 0.19426 0.26937
0.0714 0.0116
Alt - 0.32279
R 0.0023 S
o o
§ nyemas 0.33852 0.27157 - 0.34145 D
0.0013 0.0109 0.0012
nhojas - -0.25837
0.0157
areafol 0.24505 -0.29475 -

0.0222  0.0056

A los 150 dias la altura presentd una relacion positiva con el numero de yemas y
el area foliar, pero negativa con el numero de hojas; esta caracteristica también
estuvo negativamente relacionada con la longitud de raiz. Al parecer en este
momento del desarrollo hay un equilibrio entre el crecimiento en altura y la
busqueda de mayor area foliar que permita mayor capacidad fotosintética y mayor
absorcidon de nutrimentos, evitando la aparicion excesiva de hojas que provoquen
la pérdida de agua por evapotranspiracion. A los 180 dias la relacién negativa
entre raices y area foliar continua, esta vez con el nimero de raices secundarias
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Valores de correlacion entre las caracteristicas
medidas para la condicién de desarrollo de invernadero a los 150
(arriba de la diagonal) y los 180 (debajo de la diagonal) dias de

medicion.
longraiz nraizsec nyemas nhojas areafol
longraiz - -0.19492
0.0704
alt - 0.26465 -0.19737 0.60754
0 0.0132  0.0669 <0.0001 K
T a1
S nraizsec - 2
o =
@ m
— [72)
nyemas -
areafol -0.24772 -

0.0231

En la condicion de in vitro, a los 30 dias de evaluacion, hubo una relacion positiva
entre la altura y la longitud de raiz (Cuadro 7). A los 60 dias de evaluacion la
relacion entre el numero de hojas y la longitud de raiz, asi como la altura fue
negativa; este comportamiento fue similar a lo ocurrido en la condicion de

invernadero, pero en una etapa mas temprana (Cuadro 7).

Cuadro 7. Valores de correlaciéon entre las
caracteristicas medidas para la condicién de
desarrollo de in vitro a los 30 (arriba de la
diagonal) y los 60 (debajo de la diagonal)

dias de medicion.
longraiz alt nhojas

longraiz - 0.38748
0.0022

nraizsec -

60 dias
selp 0g

nhojas -0.30158 -0.40111 -
0.0192  0.0015
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A los 90 dias la altura presentd una relacion positiva con el nimero de raices
secundarias; pero una relacion negativa entre con el numero de hojas y éste
con la longitud de la raiz (Cuadro 8). A los 120 dias se encontrd una relacion
positiva entre la altura con el numero de raices secundarias y la longitud de
raiz; pero la relacion entre esta caracteristica y el numero de hojas se
mantiene negativo (Cuadro 8). Al parecer la busqueda del equilibrio entre el
crecimiento y la capacidad fotosintética se acentua de manera temprana en
la condicién in vitro.

Cuadro 8. Valores de correlacion entre las

caracteristicas medidas para la condicion de

desarrollo de in vitro a los 90 (arriba de la diagonal) y
los 120 (debajo de la diagonal) dias de medicion.

longraiz nraizsec alt nhojas
longraiz - -0.39919
0.0016
nraizsec - 0.33753
8 0.0084 Q
© o
§ alt 0.38498 0.31187 - -0.46941 D
0.0024  0.0153 0.0002
nhojas -0.27185 -
0.0356

A los 150 dias se encontré una relacion positiva entre la longitud de raiz y el
numero de raices secundarias, y entre esta caracteristica y la altura; pero la
relacion entre la altura y el numero de hojas, y entre este y la longitud de raiz,
fueron negativas (Cuadro 9). A los 180 dias se mantuvieron las mismas

relaciones que se presentaron a los 150 dias (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de correlacion entre las
caracteristicas medidas para la condicibn de
desarrollo de in vitro a los 150 (arriba de la diagonal) y
los 180 (debajo de la diagonal) dias de medicién.
longraiz nraizsec alt nhojas

longraiz - 0.33096 -0.26503

0.0098 0.0407
nraizsec 0.35507 - 0.36695
0.0054 0.0039

alt 0.39741 - -0.40673

0.0017 0.0013

nhojas  -0.2676 -0.37605 -

0.0387 0.0031

180 dias
selp 0ST

DISCUSION

El cirimo como es conocida en Michoacan, la especie Tilia americana var.
mexicana Schltdl.) J. W. Hardin, es un arbol con serios problemas de
propagacion, siendo totalmente evidente para este trabajo, como han disminuido
drasticamente, el numero de individuos, en cada poblacion, hasta llegar a
encontrar un solo individuo, en sitios donde se reportan poblaciones

considerables, segun Bello 1993.

Son pocos los estudios reportados a favor de su propagacion 6 conservacion, aun
estando categorizada en peligro de extincion (PE) (NOM-ECOL-059-2010)
(SEMARNAT, 2010). Por lo anterior, el presente trabajo en especifico este
Capitulo 1ll, ha utilizado dos metodologias, que se han trabajado muy poco, en
cirimo, hasta donde las investigaciones reportan (Atrian - Mendoza, 2005) con el
fin de evaluar el desarrollo inicial, en plantas germinadas de semillas de cirimo de
cuatro arboles de Michoacan, obtenidas de la germinacion de semillas en

invernadero e in vitro.
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La primera metodologia utilizada para evaluar el desarrollo de las plantulas de
Tilia, fue en invernadero, donde se tomaron mediciones de las variables propias
del crecimiento y desarrollo vegetal, como son altura de tallo, numero de hojas,
numero de yemas, area foliar, numero de raices secundarias y longitud de raiz. La
comparacion de estas variables, se realizo por edad (180 dias), sitio de colecta
(arbol 1 Ichaqueo, arbol 2 Paracho, arbol 3 Tancitaro y arbol 4 tumbiscatio) y

finalmente entre las dos metodologias (invernadero e in vitro).

En invernadero las plantas de Tumbiscatio (arbol 4) e Ichaqueo (arbol 1)
mostraron en promedio un desarrollo mayor a los 180 dias de edad, en la altura
del tallo de 12.39 y 15.23 cm, area foliar 29.27 y 13.18 mm? y longitud de raiz de
9.50 y 10.50 cm, en comparacion con Paracho (arbol 3) y Tancitaro (arbol 3),
donde el desarrollo fue menor, pero mayor en numero de hojas 7.87 y 6.68,
aunque a partir de los 120 dia, el numero de hojas disminuyo en las plantas
propagadas por semillas de los cuatro arboles, como respuesta, a la estacion del
afo que transcurria en esas fechas (otofio). Lo anterior muestra como
Tumbiscatio e Ichaqueo tiene un desarrollo mayor, posiblemente porque ambos
individuos, comparten condiciones similares, en los sitios donde fueron colectados
(INEGI, 2005; Clave geoestadistica 16096, 2009). Lo mismo pasa con Paracho y
Tancitaro, los cuales presentan menor crecimiento pero entre ambos sitios, el

desarrollo de los individuos es similar.

En in vitro, aun estando restringido el desarrollo de las plantulas, por el tamafo
del frasco se pudo observar que las plantas mas altas, fueron las provenientes de
Tumbiscatio seguidas por las de Ichaqueo con alturas de entre 1.43 y 3.07 cm; las
plantas de Paracho (arbol 2) y Tancitaro (arbol 3) presentaron alturas de entre
0.68 y 1.94 cm entre los 30 y los 180 dias de edad. En promedio, el numero de
hojas fue mayor en las plantas procedentes de semillas del arbol 2 y arbol 3, de
1.87 a 7.87 y menor en las procedentes del arbol 1 y del arbol 4 (1.87 a 7.07) en
esta condicion de desarrollo el numero de hojas aumentd, conforme avanzoé la

edad de desarrollo. A diferencia de las hojas en plantas de invernadero, donde el
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numero de hojas disminuyo a los 120 dias, ya que el otofio estaba comenzando.
El numero de raices secundarias presentd los menores valores en las plantas
procedentes de Paracho (de 1.13 a 5.53) y los mayores numeros se presentaron
en las plantas procedentes de Ichaqueo y Tumbiscatio de 1.13 a 7.13 y en todas
las plantas tendid a incrementarse con la edad. La longitud de la raiz se
incrementd conforme avanzo la edad y varid de una localidad a otra, los menores
valores se presentaron en las plantas procedentes de Paracho (arbol 2) y
Tancitaro (arbol 3) de 0.30 a 1.40 cm y los mayores en las de las localidades de

Ichaqueo (arbol 1) y Tumbiscatio (arbol 4) de 0.30 a 1.90 cm.

En condiciones de invernadero las plantas presentaron diferencias altamente
significativas entre las localidades de colecta (P<0.013), durante todo el periodo
de evaluacion, en las caracteristicas altura, area foliar, longitud de raiz y numero
de yemas. Del mismo modo en condicién in vitro las plantas presentaron
diferencias altamente significativas entre las localidades de colecta (P<0.0012),
para altura y longitud de raiz. Lo cual indica que hay diferencia entre localidades
respecto a su desarrollo ya sea en invernadero e in vitro. A diferencia de (Mufioz-
Flores et al., 2011), donde no obtuvo diferencia significativa, entre tratamientos

para propagar por enraizamiento de estacas a Tilia.

En el transcurso de los 180 dias de medicion, en las plantas de Tilia, se observo
una relacion positiva entre la mayoria de las variables (altura de tallo, nimero de
hojas, numero de yemas, area foliar, numero de raices secundarias y longitud de
raiz) y en algunos casos negativa, para ambas condiciones (in vitro e
invernadero). En invernadero, como se muestra en los resultados de este
capitulo, las plantas entre mas joévenes presentan mayor relacion entre los
parametros medidos, esto se aprecia, en la longitud de raiz, la cual presenta una
relacion positiva con el numero de yemas y el area foliar, durante 30, 60, 90 y 120
dias, esto se atribuye, a que las plantas en crecimiento, se mantienen en un
balance entre el area de la superficie total disponible para asimilados (area foliar)

y el area de la superficie disponible para la absorcion de agua y minerales (area
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radical) (Raven et al., 1999). Algo que menciona Raven et al.,1999, es que en
plantulas, la superficie de absorcién, excede ampliamente, la superficie
sintetizadora; sin embargo, la relacion raiz — area foliar, disminuye gradualmente
con la edad de la planta. Para in vitro sucede algo totalmente distinto, ya que la
longitud de raiz presenta una relacién en su mayoria negativa con altura del tallo y
el numero de hojas, pero positiva respecto al numero de raices secundarias, esto
se puede interpretarse, debido a que las plantas en cultivo in vitro no necesitan,
una superficie aérea considerable que provea asimilables, porque tienen

suficientes nutrientes en el medio de cultivo.

De forma similar el aérea foliar, en invernadero, fue un parametro que presento
una relacion positiva, durante los 180 dias, con el numero de raices secundarias,
y a partir de los 90 dias con el numero de yemas y en algunos casos con la altura
del tallo. Esta relacion demuestra como el desarrollo de las partes radicales,
repercute sobre las partes aéreas, en la mayoria de los casos para Tilia. Estas
relaciones entre parametros de crecimiento se presentan en una relacion positiva,
y en otros casos negativas, dependiendo de la etapa de desarrollo en la que se

encuentre la planta y de las condiciones del medio en el que esté creciendo.

CONCLUSIONES

El desarrollo inicial de Tilia americana var. mexicana, bajo condiciones de
invernadero e in vitro, muestran en ambos casos, un mejor desarrollo las plantas
de Tumbiscatio (arbol 4) e Ichaqueo (arbol 1), en la mayoria de las variables
medidas. A diferencia de Paracho (arbol 2) y Tancitaro (arbol 3), donde se
presento una menor desarrollo. En condiciones de invernadero las plantas
presentaron diferencias altamente significativas entre las localidades de colecta,

durante todo el periodo de evaluacion, al igual que las plantas de in vitro.
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CAPITULO IV

MICROPROPAGACION DEL CIRIMO (Tilia americana var. mexicana)
(TILIACEAE) POR EL CULTIVO DE YEMAS AXILARES

RESUMEN

Para conseguir la micropropagacion de T. americana var. mexicana (cirimo),
yemas axilares de plantulas de 90 dias de cultivo in vitro por la siembra de
semillas colectadas del Arbol 1 (Ichaqueo, Morelia, Michoacan), fueron cultivadas
en medio MS con diferentes concentraciones de auxina/citocinina (ANA/BA). El
mayor numero de brotes (7.75 brotes/explante) se logré con la adicion de ANA
(0.25 mg/L) en combinacién con BA (1.0 mg/L) a los 60 dias del cultivo. Los
brotes regenerados fueron cultivados en MS con AIB, mostrando un 100% de
enraizamiento con 5.0 mg/L de AIB, a los 45 dias del cultivo. Las plantulas
micropropagadas de T. americana var. mexicana de esta edad presentaron una
altura de 4.51 cm con 3.3 raices de 2.27 cm de longitud y fueron trasplantadas y
aclimatadas en condiciones de camara de crecimiento, para posteriormente ser
cultivadas en invernadero. Después de 90 dias de cultivo en invernadero, se
observé un 70% de supervivencia. En los tratamientos 6ptimos tanto de brotacién
como de enraizado, se logré la micropropagacion de plantulas de cirimo de otros
tres Arboles colectados en Paracho, Tancitaro y Tumbiscatio, Michoacan,
obteniendo la multiplicacién de brotes, la regeneracion de plantulas y su cultivo en
invernadero, con resultados similares a los presentados en yemas axilares de

plantas de cirimo del Arbol 1 (Ichaqueo).
INTRODUCCION
En el Estado de Michoacan, México, las plantas de importancia forestal estan

seriamente amenazadas por la destruccion de bosques y selvas y por su
explotacién como fuente de madera para la elaboracion de muebles, casas,
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artesanias e instrumentos musicales, haciendo vulnerables a los recursos que
aun prosperan en forma silvestre, de tal manera que estan incluidas como plantas
en riesgo de desaparicion en la Norma Oficial Mexicana de Ecologia (NOM-059-
ECOL-2010) (SEMARNAT, 2010).

La especie Tilia americana var. mexicana Hardin [sindnimo: Tilia mexicana
(Schltdl.)] conocida como cirimo en Michoacan, es uno de los arboles mas
apreciados por los artesanos, sobre todo por los guitarreros, fabricantes de
mascaras, figuras y utensilios tallados a mano, reportada como fuente de madera
para la elaboracidon de artesanias en el Inventario de especies vegetales y
animales de uso artesanal realizado por CONABIO (Bravo-Marentes y Lépez-
Gbémez, 1999). También hojas y flores son utilizadas por sus propiedades
medicinales, la infusion de flores se usa como espasmolitico, sedante, males
cardiacos y como remedio para la tos y el reumatismo (Niembro-Roca, 1986;
Pavén y Rico-Gray, 2000; Pérez-Ortega et al., 2008).

Desde la década de los 1980’s, ha sido dificil conseguir su madera, por lo que
muchos de los articulos que se fabrican exclusivamente de cirimo, se sustituyeron
con los de pino, principalmente pino lacio (P. michoacana var. cornuta) (Guridi,
1980). Debido a la sobre explotacion de este arbol, actualmente esta catalogado
como en peligro de extincion por la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-

2010, por lo que es urgente y necesaria su conservacion.

Tilia mexicana tiene problemas de propagacion, los arboles de este género
producen semillas con un pericarpio duro e impermeable, ademas de que exhiben
doble dormancia y requieren de tratamientos de escarificacion y estratificacion
(Rowe y Bazich, 2008), por esta razén se ha intentado multiplicarlo mediante
técnicas sexuales y asexuales con poco éxito. Algunos autores mencionan que
estos tipos de dormancia pueden ser superados con tratamientos que incluyan el
uso de acidos o estratificandolas a bajas temperaturas (Garcia-Magafia, 1994).

Munoz-Flores et al. (2011) recientemente reportaron la propagacién clonal a
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través del enraizado de estacas de arboles adultos, aplicando acido indolbutirico
(AIB).

Con el cultivo de tejidos vegetales, utilizando partes aisladas de la planta
(semillas, embriones, hojas, tallos, raices, flores, frutos, anteras, microsporas,
células, protoplastos, etc.), se puede obtener la clonacién de arboles de
importancia forestal con el fin de obtener su mejoramiento genético, propagacion
masiva o simplemente recuperarlo si éste se encuentra dentro de alguna

categoria de extincién (Villalobos, 1990).

Estas metodologias no se han creado para reemplazar a las técnicas
convencionales de seleccion, propagacion y conservacidon de las especies
vegetales, sino que son consideradas valiosas herramientas sobre todo en
aquellas plantas con problemas de erosion genética y problemas de reproduccién
(pérdida de potencial germinativo y poca produccién de semillas). Asimismo, con
éstas es posible retardar el crecimiento, asegurar la sanidad y es un paso para la
propagacion masiva y mejoramiento genético, aun no explotados a gran escala,
ya que no siempre resulta facil establecer los cultivos in vitro y resulta costoso al
inicio, debido principalmente a que cada especie tiene sus propios requerimientos

especificos (Villalobos, 1990).

La micropropagacion de Tilia spp ha sido reportada: Chalupa (1987) indujo la
regeneracion de brotes en yemas de T. cordata Mill.; Youn et al. (1989)
consiguieron la regeneracién in vitro de plantulas de T. amurensis Rupr. por el
cultivo de yemas; Chalupa (1990) propagé plantas de T. cordata con embriones
somaticos a partir de embriones cigéticos inmaduros y las estableci
exitosamente en suelo; Chalupa (2003) obtuvo la multiplicacion in vitro de brotes

en segmentos nodales de plantas adultas de T. platyphyllos Scop.
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No hay reportes de un protocolo para la propagacion in vitro de T. americana var.
mexicana, por lo que la micropropagacidn es una técnica potencial de aplicarse a

esta especie para conseguir su propagacion masiva.

En la presente investigacion se establecieron cultivos in vitro de T. americana var.
mexicana, con el objetivo principal de establecer un método eficiente de
micropropagacion, determinando las condiciones Optimas de la regeneracion de
plantulas in vitro a partir de yemas axilares, via la multiplicacion de brotes y

enraizamiento.

MATERIALES Y METODOS

Plantulas in vitro

El sistema de micropropagacion (multiplicacion de brotes y enraizado) fue
establecido a partir de yemas axilares de plantulas in vitro germinadas de
semillas de T. mexicana colectadas de un arbol en época de fructificacion (mes de
octubre) situado en la localidad de Ichaqueo, municipio de Morelia (Capitulo I).
Una vez establecido el protocolo de micropropagacion de T. mexicana, yemas
axilares de plantulas in vitro de semillas de otros arboles (Arbol 2, Paracho; Arbol
3, Tancitaro; y Arbol 4, Tumbiscatio) (Capitulo 1) fueron cultivadas en los

tratamientos Optimos de brotacién y enraizado.

Medios y condiciones de cultivo

El medio nutritivo MS (Murashige y Skoog, 1962) fue utilizado para los estudios de
regeneracion in vitro, le fueron adicionados 30 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar,
ajustando el pH a 5.7, con diferentes tipos y concentraciones de reguladores de
crecimiento. La multiplicacion de brotes se evalud en presencia de la combinacion

de acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA), el enraizamiento de brotes
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en MS con &acido indolbutirico (AIB). Los frascos de cultivo fueron esterilizados en

autoclave a 15 Ib/pulg2 durante 20 minutos.

La induccién de brotes, enraizado y desarrollo de plantula se realizé en cuarto de
cultivo con una intensidad de luz de 132 pE m/seg2 y un fotoperiodo de 16 horas

luz, asi como una temperatura de 25°C.
Multiplicacion de brotes

Como explantes fueron utilizadas yemas axilares de plantulas germinadas in vitro
de 60 dias de cultivo, cultivandolas en MS con 11 tratamientos en combinaciones
de ANA y BA con diferentes concentraciones como se especifica en el cuadro 1.
Se cultivd un nudo por frasco de cultivo, de 0.5 cm de longitud conteniendo dos
yemas axilares, realizando 10 repeticiones. Cada 15 dias se determind el
porcentaje de brotacion (niumero de explantes con brote/100), el numero de brotes

por explante y el tamafio de los mismos (cm).

Cuadro 1.  Tratamientos pre-germinativos (escarificacion) en semillas de Tilia
americana var. mexicana para la germinacion in vitro.

TRATAMIENTO ANA (mg/L) BA (mg/L)
TBO (control) 0 0
TB1 0.1 0.1
TB2 0.1 0.25
TB3 0.1 0.5
TB4 0.1 1.0
TBS 0.25 0.25
TB6 0.25 0.5
TB7 0.25 1.0
TB8 0.5 0.5
TB9 0.5 1.0
TB10 1.0 1.0
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Enraizado de brotes y desarrollo de plantulas

Los brotes regenerados fueron separados y se cultivaron 3 por cada frasco de
cultivo con medio MS y diferentes concentraciones de acido indolbutirico (AIB) (O,
1, 2.5, 5 y 10 mg/L), para inducir la formacion de raices y lograr la regeneracion
de plantulas, se emplearon 10 repeticiones. El seguimiento de la respuesta de
induccion de raiz y el desarrollo de plantas regeneradas se realizé cada 15 dias.
Se determiné el porcentaje de enraizamiento, numero de raices y el tamafio de

estas, altura de la plantula y numero de nudos.

Trasplante y aclimatacion

Las plantulas micropropagadas se mantuvieron bajo cultivo in vitro por 90 dias
para conseguir plantulas aptas para el trasplante y aclimatacion, para hacer
posible su cultivo en invernadero. El trasplante de 50 plantas se llevd a cabo
usando como sustrato una mezcla de turba-agrolita (proporcién 1:1). La
aclimatacion se realizé poniendo las plantas bajo condiciones de alta humedad
relativa, la cual gradualmente fue disminuida hasta un 70%, para finalmente
cultivarlas bajo condiciones de invernadero. Se determind el porcentaje de

supervivencia a los 90 dias de su cultivo en invernadero.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico por ANOVA en una via y la prueba de Tukey
para la separacion de las medias de los tratamientos. Para el analisis estadistico,
los valores expresados como porcentaje fueron transformados por la funcién
arcoseno. El nivel de significancia para todas las pruebas estadisticas se fij¢ al
5%. Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS de Windows (9.0). Los datos se

presentan como la media mas el error estandar.
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RESULTADOS

En la figura 1A se muestra una plantula de 90 dias de cultivo in vitro posterior a la
germinacion, éstas mostraron una altura promedio de 4.57 cm, con la aparicion de
hojas verdaderas y de 2 a 3 raices de hasta 1.25 cm de longitud. Estas fueron
fuente de explantes para la siembra de yemas axilares y lograr la multiplicacién de

brotes en medio con reguladores de crecimiento.

Multiplicacion de brotes

La respuesta de brotacion multiple fue muy variada, se observd una respuesta
negativa a la formacion de brotes en algunos tratamientos, con crecimiento del
apice (elongacion) y un numero de brotes entre 1.17 y 7.75 dependiendo de las
dosis de los reguladores de crecimiento (Figura 2). Los explantes cultivados en
MS con 0.25 mg/L de ANA y 1.0 mg/L de BA (TB7) produjeron 7.75 brotes en un
periodo de 60 dias, valor maximo obtenido entre todos los tratamientos (Figura
1B). Otros tratamientos con mejores resultados de multiplicacion de brotes fueron
aquellos donde se logré un promedio de 4.52 y 3.75 brotes por yema, como el
TB8 y TB9, respectivamente. Se encontré una diferencia significativa en el
numero de brotes por explante del tratamiento TB7 en relacién a los demas
(Figura 2). El porcentaje de brotacion fue de un 90% en todos los tratamientos

que respondieron a la formacién de brotes.

En los tratamientos TBO y TB1, los explantes no respondieron a la induccion de
brotes, los cultivados en TBO (sin reguladores de crecimiento) permanecieron
viables con un ligero desarrollo de las yemas. Sin embargo, en los cultivados en
TB1 (0.1 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de BA) se presento la elongacion del tallo,
alcanzando una altura de hasta 4.53 cm a los 30 dias del cultivo. En los explantes
del tratamiento TB10, se desarroll6 la formacion de callo lignificado, sin desarrollo

de brotes. Los brotes de mayor tamafio fueron los regenerados en el tratamiento
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TB2, con 3.53 cm, seguidos por los del tratamiento TB3 y TB5, con brotes de 2.71

y 2.51 cm de altura, respectivamente (Figura 1B). Los brotes del tratamiento con

mejor respuesta en brotacion (TB7), alcanzaron una altura promedio de 2.11 cm.

Figura 1.

Micropropagacion de Tilia americana var. mexicana por cultivo de yemas
axilares: A) Plantula germinada in vitro (90 dias de cultivo); B)
Multiplicacion de brotes en yema axilar (60 dias de cultivo); C) Brote
micropropagado sometido a enraizamiento; D) Plantulas micropropagadas
de 45 dias; E) Plantulas de 90 dias cultivadas en invernadero.
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Numero de brotes/Explante

TBO TB1 T1B2 TB3 T1B4 TBS TB6 TB7 TBE& TBY9 TB10O
Tratamientos [ANA/BA]

Figura 2. Influencia de ANA/BA en la multiplicacién in vitro de brotes en yemas
axilares de Tilia mexicana: Numero de brotes (m); Longitud de brotes (o).
Datos representan el promedio * error estandar. A los 60 dias de cultivo.
*Diferencia significativa (p < 0.05), de acuerdo aprueba de Tukey.

Enraizamiento y desarrollo de plantulas

Los brotes micropropagados fueron cultivados en MS con las diferentes
concentraciones de AIB para estimular la proliferacion de raices (Figura 1C).
Desde los 15 dias del cultivo una gran parte de los explantes (80%) formaron
raices, el numero y tamafio de ellas dependié de la concentracién del AIB. A los
45 dias del cultivo, solo los brotes cultivados en MS con 5.0 mg/L de AIB
mostraron un 100% de enraizamiento, las plantulas resultantes lograron una
altura de 4.51 cm con 3.3 raices de 2.27 cm de longitud, las de mejor crecimiento

(Figura 1D). En los tratamientos con baja concentracion de AIB (0 y 0.1 mg/L) no
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se estimuld la formacién de raices, en los demas tratamientos, aunque hubo la
formacion de raices, la respuesta varidé en cuanto al numero de raices, su tamafo

y la altura de las plantulas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Influencia del &cido indolbutirico (AlIB) sobre el numero y tamafio de raices
en brotes micropropagados de Tilia mexicana. A los 45 dias del cultivo.

AlIB Porcentaje de Numero de Tamafo de Altura de

[mg/L] Enraizado Raices/Explante Raices (cm) Plantula (cm)
0 0 0 0 0

0.1 0 0 0 0

1.0 12 1.71+£0.134 1.11 £ 0.087 3.33x 0.427

2.5 33 2.1+£0.199 1.74 £ 0.117 3.72+ 0.433

5.0 100* 3.3+0.215* 227 +0.167 * 451+ 0.111*

10.0 14 1.21+0.124 0.77 £ 0.064 1.39+ 0.217

*Diferencia significativa con un valor de p < 0.05 de acuerdo a la prueba de Tukey.

Para determinar la respuesta mosrfogenética in vitro en explantes de plantulas de
los otros tres sitios de colecta (Paracho, Tancitaro y Tumbiscatio), yemas apicales
de éstas fueron cultivadas en el medio TB7 (MS con 0.25 mg/L de ANA 'y 1.0 mg/L
de BA), cuantificando el porcentaje de brotacién y el numero de brotes a los 60
dias de cultivo. Posteriormente, los brotes micropropagados fueron cultivados en
el medio inductor de raices MS con 5 mg/L de AIB, obteniendo el porcentaje de

enraizado y numero de raices por brote, a los 45 dias de cultivo (Cuadro 3).

Los porcentajes tanto de brotacidon como de enraizado, asi como el numero de
brotes y de raices no mostraron diferencias estadisticas en relacion a lo obtenido
en explantes de plantulas de Ichaqueo y entre los demas sitios de colecta (Cuadro
3).
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Cuadro 3. Respuesta in vitro en yemas axilares de plantulas de Tilia americana var.
mexicana de semillas de tres arboles, a los 60 dias del cultivo.

Sitio de Brotacion Nimero de Enraizado NUmero de
Colecta (%) Brotes/Explant
e (%) Raices/Explante
Arbol 2 92 71 + 21 98 29 + 0.71
Arbol 3 90 6.88+ 1.9 97 3.1 + 0.26
Arbol 4 94 78 + 23 100 3.0 £+ 0.18

Trasplante y aclimatacion

Las plantulas desarrolladas en el tratamiento con 5.0 mg/L de AIB fueron
cultivadas bajo alta humedad relativa por 4 semanas y posteriormente en
invernadero por 90 dias. A este tiempo, las plantulas alcanzaron una altura de
11.5 cm con hojas y raices bien desarrolladas, mostrando una supervivencia del
70% (Figura 1E).

DISCUSION

Tilia mexicana, una planta lefiosa con dificultades de propagarse tanto sexual
como asexualmente (Garcia-Magana, 1994), es un ejemplo de las miles de
especies que requieren metodos alternativos a los convencionales para lograr no
solo su propagacién, sino la conservacion de su germoplasma, ya que es una
especie en peligro de extincion (SEMARNAT, 2010). En la presente investigacion
se presentan resultados alentadores para conseguirlo, ya que se determinaron las
condiciones Optimas de la regeneracion de brotes en yemas axilares y el
desarrollo de plantulas, las cuales pudieron ser cultivadas en condiciones de

crecimiento en invernadero.
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Este trabajo constituye un avance para el establecimiento de cultivos in vitro de
yemas axilares de T. mexicana, con este método pueden cultivarse yemas de
plantas de semillas provenientes de diferentes individuos y diversas localidades,
esto con el fin de tener una variabilidad genética y conseguir su propagacion con

propositos de repoblacion o conservacion.

En la etapa de regeneracion de brotes en yemas axilares de T. mexicana se
empled la citocinina BA en combinacién con la auxina ANA, donde los resultados
indican que una concentracion ideal para el maximo numero de brotes obtenidos
correspondio al tratamiento TB7 (1.0 mg/L de BA con 0.25 mg/L de ANA). Para la
formacion de brotes in vitro, Thorpe y Biondi (1982), sefialan que se requiere un
balance preciso de los componentes del medio para interactuar con el tejido y
determinar la respuesta morfogenética, especialmente de la interaccidon

cuantitativa entre auxinas y citocininas y otros factores como luz, temperatura, etc.

El efecto observado por la dosis de BA en la brotacién de yemas axilares y
apicales de T. mexicana, ha sido reportado por varios investigadores, aunque en
especies lefiosas se describe el uso de concentraciones mas altas (Saborio et al.,
1997) o mas bajas de este regulador de crecimiento (Vidales et al., 2001). Los
resultados de esta investigacidon coinciden con los de Puddephat y colaboradores
(1997), donde con 1 mg/L de BA se consiguen éptimos resultados de brotacion en

Quercus robur L.

En la prueba anterior también se observé que cuando no se utilizan reguladores
de crecimiento se obtiene una buena longitud del brote, pero sin que éste se
multiplique, en algunas especies esta etapa es necesaria para desarrollar el brote,
antes de la induccion de raices o de la aclimatacion. Lo antes mencionado
coincide con Von Arnold (1988) quien senala que frecuentemente es necesario

eliminar las citocininas para el alargamiento y el enraizamiento de los brotes.
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En segmentos nodales de plantulas germinadas in vitro de Tilia platyphyllos, la
adicion de una concentracion baja de BA (0.6 mg/L) resulté en la maxima
produccion de brotes, aunque solo se obtuvieron 3.3 brotes/explantes (Chalupa,
2003. En explantes tanto de T. cordata como de T. amurensis, se han reportado
dosis efectivas de 1.0 a 5.0 mg/L de BA para la multiplicacion de brotes, con un
numero de brotes entre 3 y 5 brotes/explante (Chalupa, 1984; Youn et al., 1989).
Youn et al. (1988) sugiere que para conseguir la multiplicacién de brotes en
yemas de plantas adultas de Tilia spp, deben de adicionarse concentraciones mas
altas de BA (1.0 a 5.0 mg/L). El numero de brotes regenerados in vitro de estas
especies de Tilia, es un numero inferior a lo encontrado en yemas axilares de T.

mexicana.

Los sistemas de enraizamiento, como etapa final en un proceso de
micropropagacion, permiten obtener plantulas en éptimas condiciones para su
trasplante y aclimataciéon. En el sistema de enraizamiento para brotes de T.
mexicana, empleando acido indolbutirico (AIB), la mejor respuesta tanto en
numero y tamafo de las raices, se obtuvo al cultivar los brotes en 5.0 mg/L de
AIB, con un 100% de enraizamiento. Estas plantulas fueron aptas para el
trasplante y aclimatacion, ya que mostraron un Optimo desarrollo y una
supervivencia del 70%, al cultivarlas en invernadero. El enraizado de brotes en
Tilia spp ha sido obtenido al cultivar los brotes en MS conteniendo de 0.1 a 0.5
mg/L de AIB (Chalupa, 1984; Chalupa, 1987; Chalupa, 2003).

La multiplicacion de brotes, el enraizado de éstos y la supervivencia de plantulas
durante la aclimatacion en invernadero, mostré resultados similares entre los
explantes provenientes de plantulas de cirimo de semillas colectadas de cuatro
arboles, lo que indica que la respuesta morfogenética in vitro no es dependiente

de la procedencia de la semilla.
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CONCLUSIONES

La adicion de benciladenina (1.0 mg/L) en combinacién con el acido
naftalenacético (0.25 mg/L) fue determinante para promover la maxima respuesta
de multiplicacion de brotes en yemas axilares, con 7.75 brotes/explante. Las
plantulas micropropagadas presentaron un desarrollo de hasta 4.51 cm de altura,
asi como un 6ptimo enraizamiento, al cultivarse por 90 dias en 5.0 mg/L de AIB, lo

que permitié su cultivo en invernadero.
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7. DISCUSION GENERAL

Como ya se ha mencionado, a lo largo de cada capitulo, Tilia americana var.
mexicana, es una especie que necesita metodologias propositivas y efectivas,
que permitan acciones a favor de su propagacion y conservacion, ya que es una
especie que se encuentra, en peligro de extincion (NOM-ECOL-059-2010)
(SEMARNAT, 2010). Y de la cual se conoce muy pocos trabajos. Por lo que este
trabajo, pretende aportar metodologias lo eficaces, que permitan contribuir a la

conservacion de esta especie.

Aunque en el pais, se encuentra Tilia registrada, en 14 estados
aproximadamente, a Michoacan, se le adjudicaba una mayor distribucion dentro
de su territorio con 18 sitios de distribucion entre municipios y localidades, para el
afio de 1993 (Bello, 1993), en la actualidad estos sitios se han mantenido, pero
con poblaciones de 1 a 6 individuos, esto se ha podido constatar gracias a las
colectas de semillas que se realizaron en el 2010, para la realizacion la presente

investigacion.

La caracterizacion de los sitios, se realizé solamente para Tumbiscatio, Ichaqueo,
Paracho y Tancitaro, donde fueron colectaron las semillas de Tilia. Principalmente
elegidos por la accesibilidad hacia los arboles. Lo cual permitié apreciar, las
diferencias y similitudes en los diferentes ambientes, mostrando para Tumbiscatio
e Ichaqueo, similitudes en sus sitios, por el tipo de suelo presente (luvisol),
precipitacion anual (1200 mm), clima (templado-subhumedo) y vegetacion (pino-
encino). A demas de ciertas diferencias en la latitud, altitud, temperatura. Lo
mismo sucede para Paracho y Tancitaro donde comparten ciertas similitudes,
respecto al tipo de suelo (andosol), Temperaturas (12 °C y 18°C) y clima

(templado-subhumedo).

Es también importante mencionar, que en Tumbiscatio e Ichaqueo, se

encontraron el mayor numero de individuos 6 y 3 respectivamente, pero los cuales
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estaban aislados, con canadas o rios de por medio, en cuanto a Paracho y
Tancitaro, solo se encontré un individuo en el sitio. Lo cual refleja como en 17
afios aproximadamente, si se parte del registro de Bello en 1993, a la colecta
realizada para este trabajo, en el 2010, las poblaciones de Tilia, pasaron de ser

muy considerables a practicamente nulas. Mostrando suelos muy erosionados.

Lo anterior complico la colecta de semillas, ya que se pretendian colectar de
diferentes individuos por poblacion, pero como ya se menciono, solo habia un

ejemplar posible de colectar para cada sitio.

Una vez que se colectaron las semillas por individuo, se realizo una escarificacion
acida, para acelerar el proceso de germinaciéon, bajo condicion de invernadero e
in vitro, en donde los tratamientos de siembra de 1, 3 y 5 semillas por frasco en
cultivos in vitro, pudo observarse una relacion directa entre el numero de semillas
y el porcentaje de germinacién, ya que al sembrar una semilla por frasco, esta
germinaba, en cambio al sembrar 3 0 5 semillas, se liberaba entre ellas ciertas
sustancian que inhibian la germinacion (Rowe y Bazich, 2008). Algo que no habia
sido reportado por Atrian - Mendoza (2005), quien trabajo también en la

germinacion in vitro de semillas de Tilia.

Independientemente del sitio de colecta, los porcentajes de germinacién, siempre
fueron mas altos, que los logrados en condiciones de invernadero, donde el
maximo porcentaje fue de 15.5%, 6%, 6% y 4% en semillas provenientes de
Tumbiscatio, Ichaqueo, Paracho y Tancitaro, respectivamente, aunque es preciso
aclarar, que la germinacidon en invernadero, se realizo con un solo tratamiento,
que incluye, cinco semillas por maceta y de cual, se tomo los resultados

preliminares, para probar tres tratamientos distintos en condicién in vitro.
En invernadero, los porcentajes reportados por Garcia-Magafa (1994) no

concuerdan con los obtenidos en la presente investigacion, quien consigue hasta

un 50% de germinacion en semilla de cirimo de reciente colecta, ya que las
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semillas de mayor porcentaje fueron las del sitio de colecta de Tumbiscatio (15%)
que correspondié a un porcentaje de germinacion real del 2.86%. Sin embargo,
Atrian-Mendoza (2005) obtuvo porcentajes de germinacion del 10% en semilla de
reciente colecta sembradas en invernadero, resultado mas acorde a lo obtenido al
sembrar las semillas de los diferentes sitios de colecta. Es evidente al comparar
la germinacion in vitro e invernadero, que la primera, es mas rapida en tiempo,
pues tan solo dura 30 dias, la germinacion de la semilla y se obtienen excelentes
porcentajes de germinacién, aunque se requeririan de mas medio de cultivo,
para germinar una semilla por frasco. En cambio, en la segunda, el tiempo de
germinacion es mas prolongado aproximadamente 90 dias, obteniendo muy bajos
porcentajes de germinacion, esto puede deberse, a que las semillas en
invernadero, estan en condiciones un poco mas reales a las de su medio natural,
a diferencia de la condicion in vitro, donde todo esta controlado (luz, temperatura,
nutrientes, Ph, etc.) manteniéndolas en las mejores condiciones, para su

germinacion.

Una vez germinadas las semillas, de las cuatro sitios, con edades de
aproximadamente 90 dias (condicion in vitro e invernadero), se trasplantaron en

frascos con nuevo medio de cultico y macetas mas grandes, respectivamente, con
el fin de evaluar el desarrollo de las plantas, por sitio de colecta, edad y
condicion. Observando en las plantas de invernadero diferencias significativas
entre sitos de colecta, al igual que las de in vitro, mostrando Tumbiscatio e
Ichaqueo el mejor desarrollo respecto a Paracho y Tancitaro, los cuales hasta

cierto punto guardan similitudes en su desarrollo in vitro e invernadero.

Hasta la fecha no habido reportes, de un protocolo para la propagacion in vitro de
T. americana var. mexicana, por lo que se probo, como parte final de esta
investigacién, una técnica muy efectiva, conocida como micropropagacion,
cultivando yemas de plantas de semillas, de cada una de las cuatro localidades,
esto con el fin de tener una variabilidad genética y conseguir su propagacion o

conservacion. En la etapa de regeneracion de brotes en yemas se determinaron
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las condiciones Optimas de la regeneracion de plantulas in vitro a partir de yemas
axilares, a través de la multiplicacion de brotes y enraizamiento. En donde la
adicion de benciladenina (1.0 mg/L) en combinacion con el acido naftalenacético
(0.25 mg/L) fue determinante para promover la maxima respuesta de
multiplicacion de brotes en yemas axilares, con 7.75 brotes/explante. Las
plantulas micropropagadas presentaron un desarrollo de hasta 4.51 cm de altura,
asi como un 6ptimo enraizamiento, al cultivarse por 90 dias en 5.0 mg/L de AIB, lo

que permitié su cultivo en invernadero.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Debido a que Tilia americana var. mexicana es una especie en peligro de
extincion, para este trabajo, se plantearon objetivos que puedan aportar,
alternativas a su conservacion, evaluando el crecimiento y desarrollo de plantas
propagadas in vitro e invernadero, donde se puede apreciar claramente que la
germinacién in vitro, permite germinar el mayor porcentaje de semillas, en el

menor tiempo.

En cuanto al desarrollo de las plantas de Tilia en invernadero e in vitro, estas
presentan hasta cierto punto un desarrollo similar, aunque en in vitro es mas
acelerado, mostrando durante el desarrollo, altas correlaciones entre

caracteristicas radicales y aéreas.

Una vez observado y analizado la informacion obtenida, en el desarrollo de las
plantas, propagadas por semilla in vitro, se estableci6 un método de
micropropagacion, donde se obtuvieron mayor numero de brotes, con la
combinacion de citocina BA con auxina ANA, y hasta un 80% de proliferacion de
raices con AIB, finalmente este método permiti6 obtener hasta un 70% de

supervivencia en la etapa de trasplante y aclimatacion.
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