POLIB&TANICA

Num. 38, pp. 129-144, ISSN 1405-2768; México, 2014

ESTABLECIMIENTO DE UN METODO EFICIENTE DE GERMINACION
IN VITRO Y MICROPROPAGACION DEL CIRIMO (TILIA MEXICANA
SCHLECHT.) (TILIACEAE)

ESTABLISHMENT OF AN EFFICIENT METHOD OF IN VITRO GERMINATION
AND MICROPROPAGATION OF THE CIRIMO TREE (TILIA MEXICANA
SCHLECHT.) (TILIACEAE)

Wendy Zurita-Valencial, J. EImar Gémez-Cruz?, Esteban Atridn-Mendoza?,
Alejandra Hernandez-Garcia?, Maria Elena Granados-Garcia®, J. Jesus Garcia-
Magafa*, Rafael Salgado-Garciglia? y Nahum M. S&dnchez-Vargas®
!Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera- Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH), Edif. D, Ciudad Universitaria, CP 58060, Morelia,
Michoacén, México.
2L ab. de Biotecnologia Vegetal, Instituto de Investigaciones Quimico- Bioldgicas,
UMSNH, Edif. B3.
3Depto. de Biologia Basica, Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales,
UMSNH, Av. San Juanito Itzicuaro s/n, col. Nueva Esperanza, CP 58337, Morelia,
Mich., Méx.

‘Facultad de Agrobiologia Presidente Juarez, UMSNH, Lazaro Céardenas y Berlin s/n,
colonia Viveros, CP 60170, Uruapan, Mich., Méx.

SInstituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, UMSNH, Km 9.5 carr. Morelia-
Zinapécuaro, CP 58880, Tarimbaro, Mich., Méx. Correo electrénico: rsalgado@umich.mx

RESUMEN

Para obtener un método eficiente de germi-
nacién y la micropropagacion de Tilia mexi-
cana Schlecht. (cirimo), se establecieron
cultivos in vitro con la siembra de semillas
recién colectadas en época de fructificacion,
mismas que fueron sometidas a desinfec-
cion superficial y a diferentes métodos de
escarificacion previo al cultivo in vitro en
el medio nutritivo de Murashige y Skoog
(MS) con 30 g/L de sacarosa, 8 g/l de agary
0.05 mg/L de benciladenina (BA). Después
de 60 dias del cultivo, el mayor porcentaje
de germinacion fue de un 74% en semillas
tratadas con HCI1 10% durante cinco minu-

tos, lo que permiti6 un optimo desarrollo y
mayor numero de plantulas. A los 90 dias
del cultivo, las plantulas alcanzaron 4.5
cm de altura, con hojas y raices bien desa-
rrolladas, mismas que fueron utilizadas para
los protocolos de micropropagacion. La
multiplicacion de brotes se obtuvo mediante
la siembra de yemas axilares en medio MS
con diferentes concentraciones de auxina/ci-
tocinina (ANA/BA). El mayor niimero de
brotes (7.75 brotes/explante) se logré con
la adicion de acido naftalenacético (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 medio MS
con acido indolbutirico (AIB), mostrando
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un 100% de enraizamientocon 5.0 mg/L,
a los 45 dias del cultivo. Lasplantulas mi-
cropropagadas de T. mexicana, presentaron
en promedio una altura de 4.51 cm, produ-
ciendo 3.3 raices/plantula de 2.27 cm de
longitud, las que fueron trasplantadas y
aclimatadas en condiciones de camara de
crecimiento, para posteriormente ser culti-
vadas en invernadero. Después de 90 dias de
cultivo en invernadero, se observo un 70%
de supervivencia.

Palabras clave: Tilia mexicana, cultivo
in vitro, yemas axilares, multiplicacion de
brotes, escarificacion.

ABSTRACT

To achieve an efficient method of germina-
tion and micropropagation of Tilia mexicana
Schlecht. (cirimo), seeds recently collected
at time of fruiting, were in vitro cultured.
Previously to in vitro culture in Murashige
and Skoog (MS) nutritive medium with 30
g/L of sucrose, 8 g/L of agar and 0.05 mg/L
of benzyladenine BA, seeds were subjected
to surface disinfection and different methods
of scarification. After 60 days cultured,
the highest percentage of germination was
74% in seeds treated with HCI 10% for 5
minutes, allowing optimal development and
a major number of seedlings. The seedlings
90 days of cultivation were 4.5 cm in height,
with leaves and well-developed roots, these
plants were used for the micropropagation
protocols. The shoot multiplication was
obtained through the axillary buds cultured
in MS medium with different concentrations
of auxin/cytokinin (NAA/BA). The largest
number of shoots (7.75 shoots/explant) was
obtained with the addition of naphthalene
acetic acid (NAA) (0.25 mg/L) in com-
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bination with BA (1.0 mg/L) at 60 days
of cultured. The regenerated shoots were
cultured in MS medium supplemented with
indolbutyric acid (IBA), showing 100%
rooting with 5.0 mg/Lat the 45 days of cul-
tivation.The micropropagated T. mexicana
plantlets showed on average a height of
4.51 cm, producing 3.3 roots/plantlet 0f2.27
cm in length, those were transplanted and
acclimatized in growth chamber conditions,
then be grown in a greenhouse. After 90
days of cultivation in the greenhouse, 70%
of survival was observed.

Key words: Tilia mexicana, in vitro cul-
ture, axillary buds, shoot multiplication,
scarification.

INTRODUCCION

La especie Tilia mexicana Schlecht., cono-
cida como cirimo en Michoacan, es uno de
los arboles mas apreciados por los artesanos,
sobre todo por los fabricantes de guitarras,
mascaras, figuras y utensilios tallados a
mano, por lo que esta reportada como fuente
de madera para la elaboracion de artesanias
en el inventario de especies vegetales y
animales de uso artesanal realizado por la
Comision Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad (CONABIO)
(Bravo-Marentes y Lopez-Goémez, 1999).
Ademas, sus flores son utilizadas en la medi-
cina tradicional como calmante nervioso por
sus propiedades antiansioliticas y sedativas
(Pavon y Rico-Gray, 2000; Aguirre-Hernan-
dez et al., 2007; Pérez-Ortega et al., 2008).
Lo anterior ha resultado en una explotacion
irracional de este recurso, ya que el corte
de las flores provoca en la mayoria de las
veces la muerte de los individuos (Pavon y
Rico-Gray, 2000).
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A partir de la década de los 80 en el siglo
pasado ha sido dificil conseguir su madera,
por lo que muchos de los articulos que se
fabricaban exclusivamente de cirimo, se
sustituyeron con los de pino, principalmente
pino lacio (P. devoniana var. cornuta) (Gu-
ridi, 1980). Debido a la sobreexplotacion
de este arbol, actualmente esta catalogado
como en peligro de extincion por la Norma
Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-2010
(SEMARNAT, 2010), por lo que es urgente
y necesaria su conservacion.

Tilia mexicana tiene problemas de propa-
gacion, los arboles de este género producen
semillas con un pericarpio duro e imper-
meable, ademas de que exhiben doble
dormancia y requieren de tratamientos de
escarificacion y estratificacion (Rowe y
Bazich, 2008), por esta razon 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 estratificando-
las a bajas temperaturas obteniendo hasta
un 50% de germinacion (Garcia-Magaiia,
1994). Mufoz-Flores et al. (2011) tuvieron
éxito en la propagacion clonal obteniendo
el 39.3% de enraizado de estacas obtenidas
de arboles adultos, aplicando acido indol-
butirico (AIB).

El establecimiento de cultivos in vitro me-
diante 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 gené-
tica natural, y 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 (Fay, 1992;
Pierik, 1993).

La germinacion in vitro tiene ventajas
respecto a la producida en condiciones
naturales, ya que puede solucionar casos
de inhibicién total de la germinacion,
aumentar la tasa de germinacion, reducir
el tiempo y homogeneizar la germinacion
(Lopez-Encina y Gonzalez-Padilla, 1996).

Con el cultivo de tejidos vegetales, uti-
lizando partes aisladas de la planta (se-
millas, embriones, hojas, tallos, raices,
flores, frutos, anteras, microsporas, células,
protoplastos, etc.) se puede llevar a cabo
la clonacion de arboles de importancia
forestal con el fin de obtener su mejora-
miento genético, propagacion masiva o
simplemente recuperarlo si éste se encuen-
tra dentro de alguna categoria de extincion
(Rocay Mroginski, 1993; Pierik, 1997). Va-
rias especies forestales se propagan por esta
via, géneros como Pinus, Thuja, Quercus,
Picea, Abies, Sequoia, Pawlonia, Ulmus, Eu-
calyptus, entre otros ya sea por medio de la
regeneracion de brotes (organogénesis) o por
la formacion de embriones somaticos (em-
briogénesis somatica) (Nehra et al., 2005).

La micropropagacion ya ha sido reportada
con éxito en especies del género Tilia:
Chalupa (1987) indujo la regeneracion de
brotes en yemas de T. cordata Mill.; Youn
et al. (1989) consiguieron la regeneracion
in vitro de plantulas de T. amurensis Rupr.
por el cultivo de yemas; Chalupa (1990)
propagd plantas de T. cordata con embriones
somaticos a partir de embriones cigoticos
inmaduros y las establecio exitosamente en
suelo; Chalupa (2003) obtuvo la multiplica-
cion in vitro de brotes en segmentos nodales
de plantas adultas de T. platyphyllos Scop.
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El cultivo in vitro es una herramienta que
puede ser aplicada a especies como T.
mexicana, con la que puede aumentarse
el porcentaje de germinacion mediante la
siembra de semilla en conjunto con técnicas
de escarificacion, asi como para conseguir
su propagacion masiva a través de la micro-
propagacion.

En la presente investigacion se establecieron
cultivos in vitro de T. mexicana, determi-
nando las condiciones 6ptimas de la ger-
minacién y de la regeneracion de plantulas
in vitro a partir de yemas axilares, via la
multiplicacion de brotes y enraizamiento.

MATERIAL Y METODOS
Colecta de semillas

Las semillas de T. mexicana fueron co-
lectadas de un arbol durante su época de
fructificacion (mes de octubre) situado en
la localidad de Ichaqueo, municipio de
Morelia (19° 34” 00” N, 101° 08” 45” O).
Esta comunidad se ubica a 17 km al sur de
Morelia, capital del estado de Michoacan,
México. Tiene una altura de 2 300 m sobre
el nivel del mar y posee un clima C(w2) que
corresponde a un clima templado a frio con
abundantes lluvias en verano. 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 endé-
micas (INEGI, 2005; Clave geoestadistica
16053, 2009).

Germinacion in vitro
Alos frutos se les elimino el pericarpio para

obtener semillas puras, las que se lavaron
con agua y detergente comercial, poste-
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riormente fueron escarificadas utilizando
tratamientos con temperatura y acido clor-
hidrico (HCI), por separado. El tratamiento
con temperatura consistié en la inmersion
de las semillas en agua a tres diferentes
temperaturas (30, 60 y 90°C) a diferentes
tiempos (1, 5y 10 min), para el tratamiento
con acido se empled una soluciéon de HCI
en tres diferentes concentraciones (1, 5y
10%) con inmersion a tiempos de 1, 5y
10 min (cuadro 1). El tratamiento control
(testigo) consistio en cultivar las semillas
sin ningln tratamiento de escarificacion
(TEO). Posterior a la escarificacion, las
semillas se desinfestaron superficialmente
por tratamiento con etanol al 70% por 3 min,
seguido de inmersion durante 3 min en agua
oxigenada al 3% y por ultimo durante 30 min
en una solucién de hipoclorito de sodio con
una concentracion de cloro activo de 2.4%,
con tres enjuagues en agua destilada estéril,
dejando en remojo por 24 h. La siembra de
las semillas se realiz6 en campana de flujo
laminar, colocando tres semillas en cada
frasco conteniendo 20 mL de medio de cul-
tivo, cultivando un total de 150 semillas (50
frascos de cultivo). Se determinaron los
tiempos tanto de inicio de la germinacion
como en el cual se alcanzo el maximo
porcentaje de germinacion, los registros
se realizaron cada 30 dias.

Medios y condiciones de cultivo

El medio nutritivo MS (Murashige y Skoog,
1962) fue utilizado tanto para la siembra de
semillas como para los estudios de regene-
racion in vitro, le fueron adicionados 30 g/L
de sacarosay 8 g/L de agar, ajustando el pH
a 5.7, probando diferentes tipos y concentra-
ciones de reguladores de crecimiento. Las
semillas se cultivaron en MS con 0.05 mg/L
de benciladenina (BA), la multiplicacion de
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Cuadro 1. Tratamientos pregerminativos (escarificacion) en semillas de
Tilia mexicana para la germinacion in vitro.

Tratamiento Tem[é)oecr:):\tura Tratamiento AC'd(?) AS_' Ch
TE1 30, 1min TE10 1, 1 min
TE2 30, 5 min TE11 1, 5 min
TE3 30, 10 min TE12 1, 10 min
TE4 60, 1 min TE13 5, 1 min
TES 60, 5 min TE14 5, 5 min
TE6 60, 10 min TE15 5, 10 min
TE7 90, 1 min TE16 10, 1 min
TES8 90, 5 min TE17 10, 5 min
TE9 90, 10 min TE18 10, 10 min

brotes se evalud en presencia de la combi-
nacion de acido naftalenacético (ANA) y
BA, el enraizamiento de brotes en MS con
acido indolbutirico (AIB). Los frascos de
cultivo fueron esterilizados en autoclave a
15 Ib/pulg? durante 20 minutos.

La incubacién de semillas, induccion de
brotes, enraizado y desarrollo de plantula
se realizd en cuarto de cultivo con una
intensidad de luz de 36 pmol/m?sseg, un
fotoperiodo de 16 horas luz y una tempe-
ratura 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,
en 11 tratamientos de combinaciones de
ANA y BA con diferentes concentraciones
(cuadro 2). Se cultivé un nudo por frasco de

cultivo, de 0.5 cm de longitud, conteniendo
dos yemas axilares, realizando 10 repeticio-
nes. Cada 15 dias se determind el porcentaje
de brotacion (numero de explantes con bro-
te/100), el numero de brotes por explante y
el tamano de los mismos (cm).

Enraizado de brotes y desarrollo de
plantulas

Los brotes regenerados fueron separados y
se cultivaron tres por cada frasco de cultivo
con medio MS y diferentes concentraciones
de acido indolbutirico (AIB) (0, 1, 2.5, 5y
10 mg/L), para inducir la formacion de raices
y lograr la regeneracion de plantulas, se em-
plearon 30 repeticiones. El seguimiento de la
respuesta a la induccion de raiz y el desarrollo
de plantas regeneradas se realizo cada 15 dias.
Se determin6 el porcentaje de enraizamiento,
numero de raices y el tamaio de éstas, altura
de la plantula y nimero de nudos.

133



POLIB&TANICA

Num. 38: 129-144

Agosto 2014

Cuadro 2. Tratamientos de auxina y citocinina en combinacion ANA/BA (mg/L) para
la induccion de formacion de brotes in vitro en yemas axilares de Tilia mexicana.

Tratamiento | ANA (mg/L) | BA (mg/L)

TBO (testigo) 0 0
TB1 0.10 0.10
TB2 0.10 0.25
TB3 0.10 0.50
TB4 0.10 1.00
TBS 0.25 0.25
TB6 0.25 0.50
TB7 0.25 1.00
TBS 0.50 0.50
TB9 0.50 1.00
TB10 1.00 1.00

Trasplante y aclimatacion

Las plantulas micropropagadas se mantu-
vieron bajo cultivo in vitro por 90 dias para
conseguir plantulas aptas para el trasplante
y aclimatacion, y conseguir su cultivo en
invernadero. El trasplante de 50 plantulas-
se llevo a cabo usando como sustrato una
mezcla de turba-agrolita (proporcion 1:1),
realizada la aclimatacion con la siembra de
las plantulas bajo condiciones de alta hume-
dad relativa en charolas de plastico trans-
parente (20 x 20 cm), la cual gradualmente
fue disminuida hasta un 70% con la apertura
gradual de éstas. Se realizaron riegos por
aspersion cada 24 h durante cuatro semanas,
en condiciones de laboratorio sin control de
luz ni temperatura. Posteriormente, cada
plantula fue sembrada en forma individual
en macetas de 10 x 10 cm conteniendo el
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mismo sustrato usado durante la aclimata-
cién, para finalmente cultivarlas en inverna-
dero bajo condiciones no controladas de luz
ni temperatura. Se determiné el porcentaje
de supervivencia a los 90 dias de su cultivo
en invernadero.

Anélisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico por ANO-
VA en una via y la prueba de Tukey para la
separacion de las medias de los tratamientos.
Las semillas, explantes (nudos) y brotes
fueron considerados como réplicas. Para el
analisis estadistico, los valores expresados
como porcentaje fueron transformados por
la funcién arcoseno. La significancia para
todas las pruebas estadisticas se fijo en
un nivel de p < 0.05. Se utilizé el paquete
estadistico SPSS de Windows (9.0). Los
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Fig. 1. A. Arbol de Tilia mexicana, B. Semillas de colecta reciente, C. Semillas sin
pericarpio y D. Semillas cultivadas in vitro en medio MS con 0.05 mg/L de BA.
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datos se presentan como la media mas el
error estandar y las diferencias estadisticas
se muestran con letras diferentes.

RESULTADOS

El arbol de T. mexicana seleccionado en
Ichaqueo, Morelia, Michoacan, México,
media 12 m de altura y 38 cm de diametro
(fig. 1A), del cual fueron colectadas las
semillas aun con la bractea que contiene
los frutos (fig. 1B); para los tratamientos
de escarificacion se les elimind la cubierta
(fig. 1C) y una vez densinfestadas superfi-
cialmente, se sembraron en el medio de
cultivo de germinacién (MS con 0.05 mg/L
de BA) (fig. 1D).

Germinacion de las semillas in vitro

El proceso de germinacion inici6 a los 30
dias después del cultivo in vitro, aunque el
tiempo y porcentaje de germinacion fueron
dependientes de los tratamientos de esca-
rificacion. En las semillas sin tratamiento
(TEO) se observé un mayor tiempo (90 dias)
y bajo porcentaje de germinacion (14%);
las tratadas con 10% de HCI durante 5 min
(TE17) fueron las que mostraron el menor
tiempo de germinacion (60 dias) y el ma-
yor porcentaje de germinacion (74%). En
los tratamientos con temperatura el mayor
porcentaje de germinacion (22%) se obtuvo
a los 90 dias con 30°C durante 10 minutos
(TE3) y 60°C durante 30 y 60 min (TES
y TE6). En general, los tratamientos con
temperatura presentaron los menores por-
centajes de germinacion al compararse con
la respuesta de los tratamientos con HCI en
las diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. En ningin tratamiento se logro
un 100% de germinacion (cuadro 3).
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Las plantulas germinadas de semillas
tratadas con TE17 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, a los 90 dias de cultivo
(fig. 2A). Estas fueron fuente de explantes
para la siembra de yemas axilares y lograr
la multiplicacion 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 al-
gunos tratamientos, con crecimiento del
apice (elongacion) y un niimero de brotes
entre 1.17 y 7.75 dependiendo de las dosis
de los reguladores de crecimiento (fig. 3).
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 (fig. 2B). Otros tratamientos
con mejores resultados de multiplicacion
de brotes fueron aquellos donde se logro un
promedio de 4.52 y 3.75 brotes por yema,
como el TB8 y TBY, respectivamente. Se
encontr6 una diferencia significativa en el
numero de brotes por explante del trata-
miento TB7 en relacion a los demas (fig. 3).
El porcentaje de brotacion fue de un 90%
en todos los tratamientos que respondieron
a la formacion de brotes.

En los tratamientos TBO y TB1, los explan-
tes 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 em-
bargo, en los cultivados en TB1 (0.1 mg/L
de ANAy 0.1 mg/L de BA) se presento la
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Cuadro 3. Porcentajes de germinacion en semillas de Tilia mexicana cultivadas in vitro
bajo diferentes tratamientos de escarificacion en MS con 0.05 mg/L de BA: testigo, sin
ningln tratamiento de escarificacion (TE0); con temperatura (TE1 a TE9); y con acido
clorhidrico (TE10 a TE19). Las diferentes letras muestran las diferencias estadisticamente

significativas.

. Germinacion (%)
Tratamiento 30dias | 60dias 90 dias
TEO (testigo) 7 12 ¢ 14 e

TE1 9 14¢ 18 de
TE2 9 14¢ 21d
TE3 11d 16d 22d
TE4 14 cd 16d 18d
TES 14 cd 18d 22d
TE6 18 ¢ 20d 22d
TE7 10d Ile Ile
TES 8e 9f 10 e
TE9 8e 9f 10 e
TE10 18 ¢ 22d 30c¢
TE11 18 ¢ 26d 32¢
TEI2 18 ¢ 28 cd 34c¢
TE13 22b 34 ¢ 34 ¢
TE14 22b 36 ¢ 36 ¢
TEIS 20 b 26d 32¢
TE16 24 b 48 b 50 b
TE17 32a 74 a 74 a
TEI8 24 b 52b 52b

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 lignifica-
do, sin desarrollo de brotes. Los brotes de
mayor tamafio fueron los regenerados en el
tratamiento TB2, con 3.53 cm, seguidos por
los del tratamiento TB3 y TBS5, con brotes
de2.71y2.51 cmde altura, respectivamente
(fig. 3B). Los brotes del tratamiento con
mejor respuesta en brotacion (TB7), alcan-
zaron una altura promedio de 2.11 cm.

Enraizamiento y desarrollo de plantulas

Los brotes micropropagados fueron cultiva-
dos en MS con las diferentes concentracio-
nes de AIB para estimular la proliferacion de
raices (fig. 2C). Desde los 15 dias del cultivo
una gran parte de los explantes (80%) for-
maron raices, el nimero y tamaio de ellas
dependio de la concentracion 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 resul-
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Fig. 2. Propagacion in vitro por semilla y micropropagacion de Tilia mexicana:
A. Germinacion in vitro, a los 90 dias de cultivo en medio MS; B. Multiplicacion de
brotes en yema axilar, a los 60 dias de cultivo en medio MS; C. Brote micropropagado
sometido a enraizamiento; D. Plantulas micropropagadas de 45 dias; E. Plantulas de 90
dias cultivadas en invernadero.
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Fig. 3. Influencia de los tratamientos ANA/BA en la multiplicacion in vitro de brotes en
yemas axilares de Tilia mexicana: Numero de brotes (m); Longitud de brotes (0). Datos
representan el promedio + error estandar a los 60 dias de cultivo. Las diferentes letras
muestran las diferencias estadisticamente significativas.

Cuadro 4. Influencia del acido indolbutirico (AIB) sobre el numero y tamafio de raices en
brotes micropropagados de Tilia mexicana, evaluados a los 45 dias del cultivo.
Las diferentes letras muestran las diferencias estadisticamente significativas.

AIB Porcentaje de NUmero de Tamario de Altura de
[mg/L] enraizado raices/explante raices (cm) plantula (cm)
0 0d 0d 0d 0d
0.1 0d 0d 0d 0d
1.0 12¢ 1.71£0.134bc | 1.11+0.087 ¢ 3.33£0.427b
2.5 33b 2.1£0.199b 1.74+0.117 b 3.72+0.433b
5.0 100 a 33+£0215a 227+0.167 a 451+£0.111a
10.0 l4c 1.21+0.124 ¢ 0.77 £ 0.064 ¢ 1.39+£0.217 ¢
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tantes lograronuna altura de 4.51 cm con 3.3
raices de 2.27 cm de longitud, las de mejor
crecimiento (fig. 2D). En los tratamientos
con baja concentracion de AIB (0 y 0.1 mg/
L) no se estimuld la formacion de raices, sin
embargo en los demas tratamientos, aunque
hubo la formacion de raices, la respuesta va-
116 en cuanto al nimero de raices, su tamafo
y la altura de las plantulas (cuadro 4).

Trasplante y aclimatacion

Las plantulas desarrolladas en el tratamiento
con 5.0 mg/L de AIB fueron cultivadas bajo
alta humedad relativa por cuatro 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% (fig. 2E).

DISCUSION

Tilia mexicana, una planta lefiosa con difi-
cultades de propagarse tanto sexual como
asexualmente (Garcia-Magana, 1994), es
un ejemplo de las miles de especies que
requieren métodos alternativos a los conven-
cionales para lograr no s6lo su propagacion,
sino la conservacion de su germoplasma, ya
que es una especie en peligro de extincion
(SEMARNAT, 2010). En la presente inves-
tigacion se presentan resultados alentadores
para conseguirlo, ya que fue posible su ger-
minacion in vitro en porcentajes mayores al
70%, determinando ademas, las condiciones
optimas de la regeneracion de brotes en
yemas axilares y el desarrollo de plantulas,
las cuales pudieron ser cultivadas en condi-
ciones de crecimiento en invernadero.

Los resultados de la germinacioén concuer-
dan con la aseveracion de Baily (1961),
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quien reporta que la recoleccion 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.

Sin embargo, los tratamientos de escari-
ficacion en combinacion con el cultivo in
vitro fueron determinantes para un incre-
mento sobre el porcentaje de germinacion
en semillas de T. mexicana, ya que las
semillas cultivadas in vitro sin tratamiento
de escarificacion mostraron solamente un
14% de germinacion. Con los tratamientos
de escarificacion con acido clorhidrico se
obtuvieron los mas altos porcentajes de
germinacion (cuadro 3). Las semillas del
mismo arbol de T. mexicana cultivadas en
invernadero sin escarificacion mostraron un
9% de germinacion a los 90 dias después
del cultivo (datos no mostrados). Este por-
centaje no concuerda con lo mencionado
por Garcia-Magaifia (1994), quien reco-
mienda sembrar la semilla recién colectada
cuando se encuentra en sus primeras fases
de maduracion sin aplicar tratamiento de
escarificacion, solamente secarla, con lo
cual se consiguen porcentajes de viabilidad
y germinacion alrededor del 50%. Por lo
tanto, el método de escarificacion acida
(HC1 10%, 5 min) en conjunto con el cultivo
de semillas in vitro de colecta reciente, son
factores que promueven un alto porcentaje
de germinacion (74%).

Este trabajo constituye un avance en el es-
tablecimiento de cultivos in vitro de yemas
axilares de T. mexicana, ya que con este
método pueden cultivarse yemas de plan-
tas de semillas provenientes de diferentes
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individuos y diversas localidades, con el fin
de tener una mayor variabilidad genética y
conseguir su propagacion con propoésitos de
repoblacion o conservacion.

En la etapa de regeneracion de brotes en
yemas axilares de T. mexicana los resul-
tados indican que la concentracion ideal
para obtener el maximo nimero de brotes
correspondi6 al tratamiento TB7 (1.0 mg/L
de BA con 0.25 mg/L de ANA). Para la for-
macion 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 interaccion cuantitativa entre auxinas
y citocininas y otros factores como luz y
temperatura, entre otros.

El efecto observado por la concentracion
de BA en la brotacion de yemas axilares y
apicales de T. mexicana, concuerda con los
reportado por Orellana (1998), quien sefia-
la que la citocinina BA es la mas efectiva
y empleada para la inducciéon de brotes.
En especies lefiosas se describe el uso de
concentraciones mas altas (Saborio et al.,
1997, Vilchez et al., 2009) o mas bajas de
este regulador de crecimiento (Vidales etal.,
2001). Los resultados de esta investigacion
coinciden con los de Puddephatetal. (1997),
donde con 1 mg/L de BA se consiguen op-
timos resultados de brotacion en Quercus
robur L. En esta prueba también se observd
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 mencio-
nado coincide con Von Arnold (1988) quien

seflala que frecuentemente es necesario
eliminar las citocininas para el alargamiento
y el enraizamiento de los brotes.

En segmentos nodales de plantulas germi-
nadas in vitro de Tilia platyphyllos, la adi-
cion de una concentracion baja de BA (0.6
mg/L) resultd en la maxima produccion de
brotes, aunque so6lo se obtuvieron 3.3 bro-
tes/explante (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 nimero de brotes entre tres y
cinco brotes/explante (Chalupa, 1984; Youn
etal., 1989). Youn et al. (1988) sugiere que
para conseguir la multiplicacion 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 nimero 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 ctapa
final en un proceso de micropropagacion,
permiten obtener plantulas en 6ptimas
condiciones para su trasplante y aclimata-
cion. En el sistema de enraizamiento para
brotes de T. mexicana, empleando acido
indolbutirico (AIB), la mejor respuesta
tanto en numero y tamano 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 6ptimo
desarrollo y una supervivencia del 70% al
cultivarlas en invernadero. El enraizado de
brotes en Tilia spp ha sido obtenido al cul-
tivar los brotes en MS conteniendo de 0.1 a
0.5 mg/L de AIB (Chalupa, 1984; Chalupa,
1987; Chalupa, 2003).
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CONCLUSIONES

El mayor porcentaje de germinacion in vitro
en las semillas de Tilia mexicana se obtuvo
con el tratamiento de escarificacionacida
(HCI 10%, 5 min). La maxima respuesta de
multiplicacion de brotes en yemas axilares se
obtuvo con la combinacion ANA/BA de 0.25
y 1 mg/L, respectivamente. Las plantulas mi-
cropropagadas presentaron un desarrollo de
hasta4.51 cm de altura, logrando un 6ptimo
enraizamiento, al cultivarse en 5.0 mg/L de
AIB. Las plantulas micropropagadas fueron
aclimatadas y cultivadas en invernadero con
un aceptable porcentaje de sobrevivencia.
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