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Resumen

Se desarroll6 un protocolo de propagacion in vitro a partir de meristemos florales para Heliconia bihai
cv. Lobster Salmon. Para el efecto se establecieron 250 yemas florales en diferentes tiempos utilizando
NaClO al 1% durante 20 min. El medio de establecimiento Murashige y Skoog con mejores resultados
fue BAP (2 mg/1t), AIA (1 mg/It) y 0.1 g/1t de L-cisteina. La mayor produccion de brotes en multiplicacion
se obtuvo con 6 mg/It de BAP y con un subcultivo posterior en medio con 2 mg/It de BAPy 0.5 mg/It
de AIA, alcanzando una tasa de multiplicacién de tres nuevas yemas. El enraizamiento de las plantulas
in vitro se logr6 con 1.3 mg/1t de AIA. La aclimatacién en vivero fue 92% de supervivencia. Se realiz6
un analisis de varianza (Anova) y un test de Tukey para las variables evaluadas las cuales mostraron
diferencias estadisticas en cada fase. La propagacion in vitro de heliconias a partir de yemas florales
requiere mayor tiempo en la fase de establecimiento y multiplicacion, no obstante permite mayores
porcentajes de supervivencia y una menor contaminacion, ofreciendo material de siembra de diferentes
especies de esta planta de interés comercial.
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Abstract

A protocol for in vitro propagation of Heliconia bihai cv. Lobster Salmoén was developed using flowering
buds as initial explants. 250 flowering buds were established in different assays with NaClO at 1% during
20 minutes. The establishment in Murashige & Skoog’s medium with BAP (2mg/L), AIA (1 mg/L) and
L-cystein (0.1 g/L) showed the best results. Shoot multiplication was obtained with BAP (6 mg/L) with
a subsequent subculture in a medium with BAP (2 mg/L) and AIA (0.5 mg/L), reaching multiplication
rates of 3.0 new shoots. Rooting was achieved with AIA 1.3 mg/L. The survival rate during greenhouse
acclimatization was 92%. Analysis of variance (ANOVA) and Turkey’s test were realized for each of the
variables evaluated that showed statistical differences in all stages. The in vitro propagation of heliconia
with flowering buds, requires longer periods for establishment and multiplication stages but allows
higher levels of survival for initial explants and lower contamination, offering an alternative to obtain
important amounts of planting material of different heliconia species of commercial interest.
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Introduccion

La saturacion del mercado mundial de
plantas ornamentales tradicionales ha im-
pulsado un creciente interés por parte de los
consumidores extranjeros a comercializar
especies tropicales (Castro y Graziano, 1997).
En este contexto, se destacan las especies del
género Heliconia L. Su excepcional potencial
de comercializacion en el mercado interno y
externo se debe a la apariencia exotica de la
inflorescencia y la gran variacion en formas
y colores; la produccion continua de flores y
su calidad y durabilidad después del corte,
son caracteristicas promisorias no sélo para
la produccion de flor cortada sino también
para ornato en parques y jardines (Santos
et al., 2006), asi como cultivos para producir
semillas certificadas con fines de exportacion
(Jerez, 2007).

La propagacion comercial de las helico-
nias es generalmente vegetativa, a través de
rizomas, sin embargo, este método favorece
la diseminacion y acumulacion de agentes
patogenos (hongos, bacterias, virus y nemato-
dos) causantes de importantes enfermedades
transmisibles entre cultivares, dificultando
la manifestacion del verdadero potencial pro-
ductivo (Santos et al., 2006); ademas es co-
mun en este método de propagacion observar
inconformidades entre los cultivadores por
confusiones en el tipo de material adquirido.

Por otro lado, la propagacion a través de
semillas presenta desventajas en compara-
cion con la propagaciéon via rizomas, entre
ellas, un menor valor comercial y un manejo
mas dificil para la obtencion de plantas,
ademas las semillas presentan recalcitran-
cia debido a restricciones mecanicas por la
morfologia del fruto (Santos et al.,, 2006). En
este sentido, la micropropagacion presenta
una alternativa viable para la produccion
a gran escala de plantas de heliconia con
calidad genética y fitosanitaria, mas aun en
la actualidad cuando ha incrementado la
importancia de las especies ornamentales y
se ha creado la necesidad de establecer un
protocolo eficiente para la regeneracion de

plantas usando técnicas de cultivo de tejidos,
lo cual no sélo facilita el movimiento de pro-
pagulos libres de enfermedades entre paises,
sino que también sirve como fuente potencial
de nuevas variedades (Goh et al., 1995).

La oferta comercial de heliconias mi-
cropropagadas es escasa y restringida a
algunas especies. La mayoria de estudios
se centran en la propagacion de Heliconia
psittacorum utilizando yemas terminales y
axilares (Nathan et al., 1992). Sin embargo,
en Colombia algunos grupos de investigacion
han encontrado resultados promisorios en la
micropropagacion de rizomas de heliconias
silvestres y cultivares (Marulanda e Isaza,
2004). Segun Castro y Graziano (1997) H.
bihaiabarca una gran cantidad de cultivares
y su flor es generalmente usada para corte
o paisajismo, posee habito musoide, con in-
florescencias erectas y bracteas en un unico
plano. Heliconia bihai cv. Lobster Salmoén pre-
senta una inflorescencia glabra, con espatas
de color naranja y con tres cuartas partes de
la margen de color amarillo y verde (Foto 1a).
El objetivo de esta investigacion fue desarro-
llar un protocolo' de propagacion masiva de
H. bihai cv. Lobster Salmén, para lo cual se
evaluaron diferentes medios de cultivo en el
establecimiento, multiplicacion, enraizamien-
to y aclimatacion en vivero.

Materiales y métodos

El material para el establecimiento in vitro
fue recolectado en varias localidades del Valle
del Cauca y Risaralda. La especie fue elegi-
da con la ayuda de agricultores de la zona,
teniendo en cuenta las heliconias de mayor
comercializacion. Se evaluaron meristemos
florales obtenidos de inflorescencias con el
menor numero de bracteas circinales abier-
tas. Las puntas florales fueron sometidas a
desinfeccién en alcohol etilico a 70% durante
S min, seguido de una solucién comercial de
NaClO (1%) durante 20 min y una posterior
extraccion del meristemo floral en cabina de
flujo laminar. Las variables cuantificadas en
la fase de desinfeccion fueron porcentaje de

1 Este protocolo de propagacion in vitro a través de meristemo floral de Heliconia bihai Cv. Lobster Salmoén, ha sido solicitado

como patente de invencion.
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contaminacion por hongos y bacterias y nu-
mero de explantes necrosados, fenolizados y
supervivencia. Los explantes fueron estable-
cidos en el medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962) con Gelrite® (2.7 g/1t) y sacarosa
(30 g/1t). Se evaluaron diferentes concentra-
ciones de 6-benzylaminopurina (BAP) y Acido
Indol Acético (AIA) (ver Cuadro 1). EI pH se
ajusto a 5.8, los cultivos se evaluaron sema-
nalmente y con la misma frecuencia se renovo
el medio de cultivo, la limpieza del explante se
hizo en la primera, cuarta y octava semanas
de establecimiento, determinando porcentajes
de contaminacion (hongos y bacterias), oxida-
cion, supervivencia, crecimiento y desarrollo.

Para determinar la mejor tasa de multi-
plicacion y crecimiento, los explantes esta-
blecidos con presencia de brotes, coloracion
verdosa y en buen estado fueron transferidos
a un medio MS suplementado con diferentes
concentraciones de BAP (0.5, 1, 2, 3.5,45y
6 mg/lt) cada 6 y 8 semanas. Finalmente, los
explantes fueron transferidos a un segundo
medio MS para multiplicacion con BAP 2 mg/
It y 0.5 mg/lt de AIA con cambio de medio
cada mes.

Para el enraizamiento, las plantulas
fueron transferidas a medio de cultivo MS
a la mitad de concentracion de sales con 30
g/lt de sacarosa y 2.7 g/t de Gelrite®. Se
evaluaron tres concentraciones hormonales:
AIA (0.7 y 1.3 mg/lt) y Acido Indol Butirico
(AIB) (1 mg/1t).

En condiciones de vivero, las plantas
fueron sembradas en bandejas de polipropi-
leno de 50 alvéolos, utilizando como sustrato

arena previamente esterilizada en autoclave a
121 °C durante 35 min y el sustrato comercial
Forzamix® en proporciones 1:1 y 3:1. Ademas,
al sustrato se le adiciono trichoderma y mico-
rriza. Las plantas se cubrieron con plastico
durante las primeras cuatro semanas para
prevenir la deshidratacion.

Con las variables evaluadas en los dife-
rentes medios en la fases de establecimiento
(namero de explantes necrosados, fenolizados
y supervivencia), multiplicacion (nimero de
brotes por explante) y enraizamiento (apari-
cion de raices y crecimiento del explante), se
hizo un analisis de varianza de clasificacion
simple modelo de efecto fijo (Anova) y test de
Tukey, si se encontraban diferencias esta-
disticas, para el efecto se utilizo6 el software
Infostat version 2004.

Resultados y discusion

El 13.6% de las 250 yemas florales de H. bihai
cv. Lobster Salmoén establecidas presentaron
contaminacion, principalmente bacteriana.
La fenolizacion de las yemas fue de 3.5%,
un valor bajo que influyé positivamente en
la supervivencia, la cual alcanz6 hasta 70%
en el medio IC (Cuadro 2). Varios trabajos
en cultivo de tejidos en zingiberales, espe-
cificamente en la familia Heliconiaceae, se
realizan utilizando como material de partida
rizomas o apices caulinares (Nathan et al.,
1992; Marulanda e Isaza, 2004; Rodrigues,
2005). Sin embargo, el gran impedimento de
la micropropagacion con este material son
los problemas de contaminacion endoéfita,

Cuadro 1. Concentraciones de 6-benzylaminopurina (BAP) y Acido Indol Acético (AIA) utilizadas en
fase de establecimiento de yemas florales H. bihai cv. Lobster Salmoén.

Medio Concentracion BAP Concentracion AIA
(mg/1t) (mg/1t)

1A 2.0 0.5
1B 4.0 0.5
IC 6.0 0.5
IIA 2.0 1.0
1B 4.0 1.0
IIc 6.0 1.0
3BA 3.0 0
6BA 6.0 0
9BA 9.0 0
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Cuadro 2. Evaluacion de medios de cultivo para el establecimiento de yemas florales de H. bihai cv. Lobster

Salmoén.
Medio Fenolizacion Supervivencia Crecimiento y Brotes de
(%) cambio de color yemas
1A Alta 60 NO NO
1B Baja 40 Soélo cambio de color SI
(e Baja 16 SI NO
IIA Baja 50 SI SI
1B Baja 33 Soélo cambio de color NO
Iic Baja 70 SI NO
3BA Alta 10 Sélo cambio de color NO
6BA Alta 0 Soélo cambio de color NO
9BA Muy Alta NO NO

lo que limita el desarrollo del explante (Ate-
hortua et al., 1999; Dias y Rodrigues, 2001).
En meristemos florales, Urrea y Atehortua
(1994) encontraron porcentajes de contami-
nacion entre 10% y 15% en H. wagneriana,
H. platystachys, H. bihai, H. burleana y H.
rostrata, ademas de 80% de contaminacion
de H. marginatay H. latispatha desinfectando
las yemas con NaClO (2%) durante 15 min.
En este estudio, el protocolo de desinfeccion
para las yemas florales de H. bihai cv. Lobster
Salmon incluy6 el uso de NaClO (1%) durante
20 min, que permitié obtener niveles de con-
taminacion menores que 15% y un porcentaje
de supervivencia superior a 80%.

El uso de meristemos florales para el
desarrollo de un protocolo de propagacion
masiva en H. bihai cv. Lobster Salmoén ofrece
una mayor tasa de supervivencia, si se com-
para con la utilizacion de rizomas o apices
caulinares como material de partida. Naka-
no (2008) obtuvo un porcentaje maximo de
supervivencia, con apices caulinares de 21%
en H. bihai cv. Peach Pink y de 40% en H.
ortotricha

En la fase de establecimiento de H. bihai
cv. Lobster Salmoén, la combinacion de BAP
y AIA en el medio de cultivo resulté en una
mejor respuesta morfogénica y maduracion de
los meristemos florales (Cuadro 2). Las dife-
rencias (P < 0.05) se obtuvieron en el medio
IIA, donde se observé un mayor crecimiento
de los explantes y brotes de yemas nuevas

entre la sexta y la octava semanas (Foto 1b).
El BAP en ausencia de AIA mostré resulta-
dos inferiores de supervivencia y vigor de los
explantes, asi mismo, concentraciones muy
altas de BAP provocaron en los explantes
una rapida fenolizacion y necrosis (Cuadro 2).
Urrea y Atehortua (1994) utilizaron 7 mg/1t de
BAP tanto en la fase de establecimiento de los
explantes de H. latispatha y H. wagneriana
como en la de multiplicacion, sin embargo,
en este estudio se observa que el uso de BAP
a concentraciones mayores que 3 mg/lt en
explantes que aun no poseen brotes definidos
influye altamente en los porcentajes de ne-
crosis de la especie estudiada, probablemente
debido a una intoxicacion de los explantes o
un desbalance con las hormonas endogenas.
Eluso de la combinacion auxina — citoquinina
en la fase de establecimiento ha sido descrito
igualmente por Sosa-Rodriguez (2004) en H.
standleyi. Marulanda e Isaza (2004) encon-
traron reverdecimiento de los rizomas entre la
segunda y tercera semana de establecimiento
y aparicion de brotes después de la sexta se-
mana. Nathan et al. (1992) describen reverde-
cimiento de rizomas de H. psittacorum entre
los 7 y 14 dias de establecimiento, mientras
que en este estudio los explantes en medio
IIA presentaron un aumento de tamano y
reverdecimiento entre la sexta y séptima se-
manas de siembra (Foto 1c) y la aparicion de
brotes definidos ocurrié después de la octava
semana (Foto 1d).
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Foto. 1. Establecimiento de H. bihaicv. Lobster salmon. a. Inflorescencia. b. Yema floral a las seis semanas de establecimiento. c.
Explante a las siete semanas de establecimiento. d. Aparicion de brotes definidos a las nueve semanas de establecimiento
en medio IIA.

En la fase de multiplicacion, el material
subcultivado en medio que contiene BAP en-
tre 0.5 y 4.5mg/It mostré crecimiento de las
yemas, pero sin aparicion de brotes (Foto 2a).
Por el contrario, el medio de cultivo con 6 mg/
It de BAP presento diferencias (P < 0.05) para
brotacion de yemas, con una tasa de multi-
plicacion de dos yemas y una longitud menor
que 0.5 cm (Foto 2a y Cuadro 3). Nathan et al.
(1992) encontraron que la mejor tasa de mul-
tiplicacion se presenta seis semanas después
de la transferencia de los brotes a un medio de
multiplicacion que contenia 2.25 mg/1t de BAP.

Debido a la naturaleza del explante
utilizado, en el presente trabajo la tasa de
multiplicacion aument6 a valores mayores
que dos yemas soélo ocho semanas después
de subcultivar en medio con 6 mg/It de BAP.
Nathan et al. (1992) afirman que la adicion de
BAP entre 4.5 y 9 mg/1t al medio de cultivo
por un tiempo prolongado, induce brotes de
H. psittacorum mas pequenos y compactos, e

inhibe su crecimiento y posterior desarrollo,
una respuesta similar a la encontrada por los
mismos autores con H. rostrata.

La multiplicacion de brotes de H. bihai
cv. Lobster Salmon a partir de meristemos
florales requiere, como minimo, ocho sema-
nas en un medio de cultivo que contenga 6
mg/lt de BAP y un subcultivo posterior en
un medio de multiplicacion con BAP (2 mg/
It) y AIA (0.5 mg/lt), con el fin de promover el
crecimiento de los brotes (Foto 2b y Cuadro
3). Estas combinaciones auxina-citoquinina
también fueron evaluadas por Talukdar et al.
(2002) quienes encontraron una mayor tasa
de multiplicacion en explantes de H. psitta-
corum transferidos a un medio suplementado
con AIA (0.25 mg/1t) y BAP (2.0 mg/l1t). Por su
parte, Isaza-Valencia (2004) encontr6 que la
aplicacion de 4 y 5 mg/1lt de BAP no mostro
una respuesta favorable en el crecimiento y
produccion de brotes, sin embargo una com-
binacion de 2 mg/It de BAP y 0.25 mg/It de

Foto 2.

Multiplicacion de explantes y produccion de brotes en H. bihai cv. Lobster Salmén a. Primer medio de multiplicacion

utilizando 6 mg/1t de BAP. b. Segundo medio de multiplicaciéon utilizando BAP 2 mg/1t y AIA 0.5 mg/l1t.
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Cuadro 3. Tasa de multiplicacion de H. bihai cv. Lobster Salmoén en diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento en fase de multiplicacion.

Concentracion Tasa de Altura promedio de los
hormonal (mg/lt) multiplicacion brotes (cm)

BAP 0.5 1 3.8

BAP 1.5 1 3.8

BAP 2.5 1 3.4

BAP 3.5 1 3.0

BAP 4.5 1 3.1

BAP 6 2 0.9

BAP 2.0 + AIA 0.5 3 3.2

AIA favoreci6 el crecimiento de los explantes
hasta 4 y 5 cm y tasas de multiplicacion
maxima de 2.5 yemas.

La formacion y crecimiento de las raices
de las plantulas de H. bihai cv. Lobster Sal-
mon fue rapida cuando se aplico AIA a razon
de 1.3 mg/lt (Foto 3a). Una respuesta similar
encontraron Cockburn (1996) en trabajos in
vitro con H. psittacorum Var. Golden Torch
cuando utilizo AIA (1 mg/lt) y Boray Paswan
(2003) utilizando medio MS suplementado
con AIA (0.75 mg/lt), no obstante Ulisses et
al. (2010) observaron la mayor tasa de en-
raizamiento de H. bihai cv. Lobster Claw Two
cuando no aplicaron hormonas al medio.

Las plantulas con induccion de en-
raizamiento in vitro mostraron un mayor

Foto 3.

crecimiento y produccion de hojas nuevas
en condiciones de invernadero que aquellas
sembradas directamente en sustrato sin rai-
ces. Por el contrario, Rodrigues et al. (2005)
sugieren omitir la fase de enraizamiento in
vitro para la adaptacion en vivero de plan-
tulas de H. bihai cv. Lobster Claw I debido a
que las raices previamente existentes no son
funcionales en este ambiente.

La fase de vivero es una de las mas criti-
cas en un protocolo de propagacion in vitro.
En este estudio se obtuvo una tasa de super-
vivencia de 92% y un crecimiento, promedio,
de 1 cm por semana con formacion de hojas
nuevas cada 10 - 13 dias (Fotos 3by 3c) y un
desarrollo 6ptimo entre las semanas 5y 6 de
aclimatacion en vivero (Foto 3d).

Fases de enraizamiento y vivero de H. bihai cv. Lobster salmon. a. Formacion de raices en plantulas de heliconia con
2 semanas de aclimatacion en vivero. b. Plantulas de heliconia en bandejas de polipropileno. e¢. Plantulas de heliconia
a raiz desnuda. d. Plantulas de heliconia en bolsa con 5 semanas de aclimatacién en vivero.
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Conclusiones

La mejor tasa de propagacion in vitro de
yemas florales de H. bihai cv. Lobster Salmoén
se obtuvo con la combinacion de BAP (2mg/1t)
y AIA (1 mg/1t) (medio IIA). Este tratamiento
produjo la mayor tasa de crecimiento, cambio
de color y brotacion entre la sexta y octava
semanas luego del establecimiento.

Después de seis semanas en un medio
de cultivo con BAP (6 mg/It) y 4 semanas en
un segundo medio de cultivo con BAP (2 mg/
It) y AIA (0.5 mg/lt) se alcanzé una tasa de
multiplicacion de 3 yemas nuevas por cada
explante.

El enraizamiento in vitro de plantulas se
logra utilizando AIA (1.3 mg/1t) en el medio de
cultivo y sustrato arena - Forzamix® en pro-
porcion 3:1, lo cual permitio la aclimatacion
exitosa de las plantulas en la fase de vivero.

El uso de meristemos florales como ex-
plante requiere de un estimulo continuo y
prolongado de hormonas para lograr la misma
respuesta morfogénica que se obtiene a través
de rizomas, siendo un proceso que demanda
mayor tiempo en la fase de establecimiento.
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