
DIRECCIÓN DE NUEVAS CREACIONES
2020
Bogotá, D.C., 

Abogado(a)/Señor(a)
PABLO JULIO HERNANDEZ MARTINEZ

Asunto: Radicación: 11-148344-  -8
Trámite: 2
Evento:  1
Actuación: 519
Oficio: 3923
Folios: 5

Patente de Invención X Patente de Modelo de Utilidad

Vía Nacional X

Vía PCT (Fase Nacional) Capítulo I Capítulo II

No. Solicitud Internacional

Fecha de Presentación Internacional

Expediente 11-148344-  -8                                             1er Art 45  

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RAD: 11­148344­  ­8
DEP: 2020  DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES 
TRA: 2  PATENTES DE INVENCION 
ACT: 519   PRESENTACION 

FECHA:  2014­04­01 18:39:16
EVE:  1  REGISTRO/DEPOSITO/CONCESION/DEPOSITO 
FOLIOS:   5

Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Artículo 45 de la 
Decisión 486 de la Comisión de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados  

Descripción: Radicado  No  11-
148344-00000-0000

02/Noviembre/2011

Reivindicaciones: Radicado  No  11-
148344-00000-0000

02/Noviembre/2011

Dibujos: Radicado  No  11-
148344-00000-0000

02/Noviembre/2011

    

                                      
2. Análisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicación de prioridad porque ésta solicitud fue presentada dentro del 
plazo  establecido  (Art.  9  D  486)  y  su  contenido  técnico  corresponde  con  el  de  la 
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invención
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De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del capítulo primero del Título 10 
de la Circular Única para efectos del examen de patentabilidad, se tendrá en cuenta la 
tasa  pagada  por  el  solicitante  al  momento  de  comenzar  el  examen  para  las 
reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga más de diez (10) 
reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sólo se estudiarán las 
cubiertas por la tasa pagada.

En el presente caso se estudiaran las reivindicaciones desde la 1 hasta la 13 (Radicado 
No 11-148344-00000-0000)

Título de la solicitud: “Propagación in vitro de Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon y 
Heliconia orthotricha cv. arcoiris”.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar un 
método de propagación in vitro de Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon y y Heliconia  
orthotricha cv. Arcoíris.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un método de 
propagación a partir de meristemos florales de  Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon

El  objeto  de  la  presente  solicitud  se  relaciona con la  Clasificación  Internacional  de 
Patentes (CIP): A01H 5/02

4. De la solicitud de patente 

Titulo

El título no corresponde con el objeto de la solicitud porque no se encuentra soporte en 
la descripción para la propagación in vitro de  Heliconia orthotricha cv Arco iris, por lo 
cual se sugiere al solicitante hacer la corrección necesaria. 

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

1­ Las reivindicaciones 1-11 mencionan un procedimiento en el  que se incluyen las 
etapas de enraizamiento y aclimatación de plantas, etapas que no son objeto de 
estudio  de  patentabilidad,  puesto  que  corresponden  a  procesos  esencialmente 
biológicos

2­ Las  reivindicaciones  1-11  mencionan  un  método  de  propagación  in  vitro  de 
Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon y Heliconia orthotricha cv Arco iris,  solamente 
se encuentra soporte en la descripción para la propagación in vitro de  Heliconia 
bihai (L) cv. Lobster Salmon. Se sugiere restringir la reivindicación a la materia que 
solamente tiene soporte.

5.  Determinación del Estado de la Técnica

El  estado  de  la  técnica  se  determinó con  base  en la  fecha de  presentación  de  la 
solicitud de patente nacional:  noviembre 2 de 2011,  y  se encontraron los siguientes 
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud: 

Ítem Documento Título Fecha de Publicación*
D1 Revista 

Chapingo,  serie 
Horticultura  Vol 
15.  Número  2, 
(Pág.  17-23).  F. 
M,  Sosa  –

“Propagación in vitro de Heliconia 
standley Macbride EN CUBA”

2009
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Rodríguez

D2

Agronomía 
Trop. 56(4): 
Gladys  Molina*, 
María  Vielma 
T.*,
Melangel 
Tacoronte*  y 
Máximo 
Briceño.
Pág.  561-570. 
2006

“MIcropropagación de Musa spp.
(plátano  var.  manzano  AAB)  a 
partir
de meristemas florales”

2006

El documento D11 divulga un método para la propagación in vitro de  H. standleyi que 
comprende:  selección  de  ápices  meristemáticos,  desinfección  de  los  ápices 
meristemáticos, establecimiento de los meristemos foliares y multiplicación in vitro de 
las plántulas (Pág. 18).

El  documento  D22 divulga  un  método  para  propagar  in  vitro  Musa  sp  a  partir  de 
inflorescencias masculinas (Pág.563-564).

6. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Nivel inventivo (Art18 D486)

La reivindicación 1 consiste en  “un método para la propagación in vitro de  Heliconia 
bihai  (L)  cv.  Lobster  Salmon  y  Heliconia  orthotricha  cv  Arco  iris,  caracterizada  por  
comprender las etapas de: selección de los meristemos florales, desinfección de los 
meristemos florales, establecimiento de los meristemos florales, multiplicación in vitro  
de plántulas, enraizamiento de plántulas, aclimatación in vitro de plántulas”.

Comparación de las características técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Características esenciales D1 D2
Método de propagación in vitro de 
Heliconia bihai (L) cv. Lobster 
Salmon y Heliconia orthotricha cv 
Arco iris caracterizado porque 
comprende:

Método para la 
propagación in vitro de H. 
standleyi que comprende 
(Pág. 18)

Propagación in vitro 
de Musa spp que 
comprende 

Selección de meristemos florales.
Selección  de ápices 
meristemáticos (Pág.18  )

Selección de 
inflorescencias 
masculinas 
(Pág.563-564 )

Desinfección de los meristemos 
florales 

Desinfección de los 
ápices meristemáticos 
(Pág.18)

Establecimiento de los meristemos 
florales

Establecimiento de los 
meristemos foliares (Pág. 
18)

Multiplicación in vitro de plántulas
Multiplication in vitro de 
las plantulas (Pág. 18)

El documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invención definida 
en la reivindicación 1 porque divulga un método para la propagación in vitro de  H. 
standleyi que  comprende:  selección  de  ápices  meristemáticos,  desinfección  de  los 
ápices meristemáticos, establecimiento de los meristemos foliares y multiplicación in 

11 http://www.redalyc.org/pdf/609/60912623003.pdf
2 http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S0002-192X2006000400013&script=sci_abstract&tlng=en
2
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vitro de las plántulas (Pág. 18)

El  documento  D2  divulga  un  método  para  propagar  in  vitro  Musa  sp a  partir  de 
inflorescencias masculinas.

La diferencia consiste en que la solicitud divulga una propagación in vitro de Heliconia 
bihai (L) cv. Lobster Salmon a partir de meristemos florales. 

El efecto que logra el incluir en el método meristemos florales es la propagación in vitro 
de Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invención se puede 
formular así: cómo modificar el método conocido en D1 para propagar una especie del 
orden zingiberales 

Sin embargo, la utilización de meristemos de inflorescencia para la propagación de una 
especie perteneciente al orden zingiberales, ya está divulgado en el documento D2 que 
se refiere a la propagación de Mussa sp a partir de meristemos de infloresecencias.

En consecuencia,  la persona del oficio normalmente versada en la materia,  incluiría 
meristemos florales del documento D2 en el procedimiento divulgado en el documento 
D1 para llegar así al objeto de la reivindicación 1 de la solicitud. Por lo cual se considera 
obvia.

Las reivindicaciones 2-11 no mencionan características   técnicas  adicionales por  lo 
tanto tampoco tienen nivel inventivo.

Conclusión:
La reivindicación 1 cumple el  requisito de  novedad (Art.  16), pero no cumple con el 
requisito de nivel inventivo (Art. 18).

7. Conclusión

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud están afectados así:

Ítem Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta

D1

Revista  Chapingo, 
serie  Horticultura 
Vol  15.  Número  2, 
(Pág. 17-23). F. M, 
Sosa –Rodríguez

1--11 Nivel inventivo

D2

Agronomía  Trop. 
56(4): 
Gladys  Molina*, 
María Vielma T.*,
Melangel 
Tacoronte*  y 
Máximo Briceño.
Pág. 561-570. 2006

1-11 Nivel inventivo

4



En cumplimiento  del  artículo  45  de  la  Decisión  486  de  la  Comisión  de  la  Comunidad 
Andina,  se  le  indica  que  debe  dar  respuesta  dentro  del  término  de  sesenta  (60)  días 
contados a partir del día siguiente de la fecha de notificación de la presente comunicación. 
En caso de no dar  respuesta  al  presente  requerimiento,  o  si  a  pesar  de  la  respuesta 
subsistieran los impedimentos para la concesión, se denegará la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si así lo considera, su renuncia al término faltante de 
sesenta (60) días  para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito.

Finalmente, se le recuerda al solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara 
a modificar el capítulo reivindicatorio y éste contenga más de diez (10) reivindicaciones, no 
pagará  la  tasa  de  modificación  voluntaria  pero  sí  la  correspondiente  al  pago  por 
reivindicación adicional.

Notifíquese el  presente oficio  conforme a lo dispuesto en el  numeral  5.2,  literal  e),  del 
capítulo quinto del título primero de la Circular Única No. 10 de 2001. 

El anterior requerimiento fue notificado por fijación en lista, de fecha  2014-04-08

Elaboró: Edna Milena Bautista Rodriguez
Revisó: Sandra Carolina Crespo 
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Revista Chapingo Serie Horticultura 15(2): 17-23, 2009.Recibido:  19 de junio, 2008
Aceptado:  27 de agosto, 2009

PROPAGACIÓN in vitro
DE Heliconia standley Macbride EN CUBA

F. M. Sosa-Rodríguez1; R. S. Ortiz1;
R. P. Hernández1; P. M. Armas2¶;

D. S. Guillen3

1CETAS Universidad de Cienfuegos. Carretera a Rodas, Cuatro Caminos,
km.2 ½. Cienfuegos. Cuba. C. P. 59430. CUBA.

Correo-e: rhernandezp@ucf.edu.cu, santaclara57@yahoo.es
2Estación Experimental de la Caña de Azúcar.

ETICA. Ranchuelo V. C., Cuba.
3Campus Oriente, Universidad Autónoma del Estado de Morelos,

Ave. Nicolás Bravo s/n, Parque Industrial Cuautla,
Xalostoc, Ayala, Morelos, C. P. 62740. MÉXICO.

RESUMEN

Se aplicó un protocolo que permitió la micropropagación de la especie ornamental Heliconia standleyi Macbride. Se estudiaron
variantes de desinfección, medios de cultivo y manejo de explantes durante las diferentes etapas del proceso y finalmente su
aclimatación. Durante la fase de establecimiento in vitro de la especie, se logró una desinfección óptima con hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 2 %, durante 20 min en medio liquido, y los mejores resultados durante la multiplicación se lograron con el medio
suplementado con 6-BAP (2.0 mg·litro-1), AIA (0.65 y 1.3 mg·litro-1) y cuando las vitroplantas tenían un tamaño mayor de 1.0 cm en
medio semisólido, mismas que alcanzan un coeficiente de multiplicación de 4.6 explantes por ápice. Éstos llegan a enraizar adecuadamente
con la adición de  ácido indolacético (1.3 mg·litro-1) al medio y se aclimatan satisfactoriamente a los 45 días siempre que las vitroplantas
tengan entre 3 - 5 cm de altura.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: micropropagación, aclimatización.

PROPAGACIÓN IN VITRO
DE Heliconia standley Macbride

EN CUBA

ABSTRACT

A protocol was applied that allowed the micropropagation of the ornamental species of Heliconia standleyi Macbride. Different
variants of disinfestations of plants, culture medium and explants handling were studied during the different stages of the process
and finally their acclimatization. The cultivar can be propagated in liquid medium using a disinfestations with sodium hypochlorite
(NaOCl) 2 % during 20 min, cultured medium supplemented with 6-BAP (2.0 mg·litro -1), AIA (0.65 y 1.3 mg·litro-1) and explants had a
size bigger than 1.0 cm in semi liquid medium. The multiplication coefficient after subculture was 4.6 explants/meristems. Optimum
results in the roots production for addition in medium of AIA 1.3 mg·litro-1 were obtained. The acclimatization was satisfactory in
greenhouse always the size of plants were between 3 - 5 cm and until 45 days in controlled conditions.

ADDITIONAL KEY WORDS: micropropagation, acclimatization.

INTRODUCCIÓN

Dentro de la diversidad de flores que se producen y se
comercializan, las especies de Heliconia ocupan un lugar
importante pues sus brácteas son muy llamativas por sus
brillantes colores y las inusitadas formas de diferentes
especies y selecciones, lo que hacen a estas plantas

populares con el florista.

En Cuba, el volumen y la calidad de la producción se
ha venido mejorando desde el año 1967; dentro de la
diversidad de flores que se producen y se comercializan en
el país, la Heliconia ocupa un lugar importante.
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Propagación in vitro de...

La propagación de Heliconia sp. en Cuba se realiza
mediante métodos tradicionales, de plantación de rizomas.
Por otro lado, la propagación agámica aunque garantiza al
cultivador la homogeneidad de las plantas producidas y por
lo tanto un crecimiento, floración y calidad uniforme; no
provee los volúmenes necesarios de plantas para la
plantación de las áreas dedicadas a este cultivo. La
propagación “in vitro” de esta especie ha sido escasamente
abordada por lo que se encuentran muy pocos trabajos
realizados con esta temática en la literatura (Divo y Vilella,
1994; Olivera et al., 2000). Entre las ventajas de estas
técnicas, se tienen la factibilidad de obtener altos volúmenes
de plantas en un periodo relativamente corto, alta
homogeneidad del fenotipo en las variedades y plantación
(Krikorian, 1991). Se elimina la mayoría de los patógenos
que afectan al cultivo en las condiciones naturales (Madriz
et al., 1989) y existe rejuvenecimiento del material vegetal,
lo que incrementa la calidad de las flores (Maciel, 1999).

El objetivo fundamental del trabajo fue establecer una
metodología para la propagación in vitro de ápices
meristematicos de H. standleyi, así como para su
aclimatización bajo las condiciones de la provincia de
Cienfuegos, en Cuba. .

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal utilizado

Como material de partida se utilizaron rizomas de
plantas donantes de la variedad H. standleyi Macbride de
la Biofábrica de Villa Clara, en Cuba. Estos rizomas fueron
sembrados en macetas usando como sustrato una mezcla
de suelo (60 %), estiércol vacuno con dos años de
descomposición (30 %) y zeolita (10 %); el mismo fue
desinfestado con vapor durante 30 minutos; todo el ciclo
del experimento estuvo en condiciones controladas
(invernadero). Se hicieron aspersiones con una frecuencia
semanal de fungicidas (zineb 75 %, PH, oxicloruro de cobre
50 % PH, maneb 80 %) en dosis de 5 g·litro-¹ durante 30
días antes de la implantación. Para la fase I de
establecimiento, se inició el experimento con ápices de
plantas previamente establecidas en macetas y
seleccionadas por su vigor y sanidad.

Para los estudios de la fase II (multiplicación) y la
fase III (enraizamiento) en condiciones in vitro, el material
vegetal utilizado se encontraba en el tercer subcultivo. Todos
los frascos usados en los experimentos, después de ser
lavados y desinfectados con hipoclorito de sodio (NaOCl)
al 1 %, fueron esterilizados químicamente disolviendo junto
al medio de cultivo aún caliente, Vitrofural (G-1) 10 μg·litro-

1, el cual se agitó para lograr homogeneidad, dejándose en
reposo 24 horas antes de ser usado (Alvarado, 2003).

Para la comparación entre tratamientos se efectuó
un análisis de vrianza y una prueba de comparación múltiple

de medias por el Método de Duncan. Todos los análisis
estadísticos se efectuaron con el paquete estadístico SPSS
(2006) ver.11.0.

Fase I: Establecimiento in vitro

Los rizomas fueron mondados con auxilio de una
cuchi-lla, hasta llegar a tres centímetros de longitud. Los
mismos fueron lavados con agua abundante y cepillo y luego
se pasaron a un recipiente con detergente al 1 % durante
cinco minutos, enjuagándolos finalmente con agua (Villegas,
1990).

Los explantes fueron desinfestados con una solución
de hipoclorito de sodio (NaOCl), probando tres
concentraciones (1, 2 y 3 %) en tres intervalos de tiempo
(10, 20 y 30 min). Posteriormente, los residuos del
hipoclorito fueron eliminados con tres enjuagues en agua
estéril (Agramonte et al.,1993). Los meristemos fueron
diseccionados con ayuda de un estereoscopio,
aproximadamente entre 0.5 - 0.8 mm, formados por 1 - 3
primordios foliares (Hernández et al., 1997), fueron
implantados en medio de cultivo líquido con soporte de papel.
El medio contenía sales MS (Murashige y Skoog, 1962),
con 20 g de sacarosa y 0.5 mg·litro-1 de tiamina y
suplementado con 2.0 mg·litro-1 de 6-BAP.

Las evaluaciones fueron realizadas semanalmente,
hasta 40 días teniendo en cuenta los frascos contaminados
y regeneración, así como la brotación, según Isaza (2004).

Fase II: Multiplicación

Reguladores de crecimiento 6-BAP con AIA en
la multiplicación de H. standleyi

Los reguladores de crecimiento fueron añadidos al
medio de cultivo en diferentes concentraciones, solos o
combinados según Malamug et al. (1991) y Auerbach y
Strong (1991), formándose 12 tratamientos al combinarse
diferentes concentraciones, como sigue: bencilaminopurina
(6-BAP) (0, 1, 2 y 3 mg·litro-1) y ácido indolacético (AIA) (0,
0.65 y 1.3 mg·litro-1).

Se incluyeron tres tratamientos de manejo de
explantes in vitro, los que fueron evaluados cada 21 días: I)
explantes mayores de 1.0 cm; II) explantes mayores de
1.0 cm con corte del 50 % del follaje, y III) explantes mayores
de 1.0 cm con corte del 75 % del follaje. Además, se midió
el efecto de la densidad de plantas en el medio, cuando se
tenían seis, siete, ocho, nueve y diez explantes por frasco
en 30 ml de medio (Orellana, 1994).

Fase III: Enraizamiento

Se evaluaron dos tamaños de explantes (1 - 2.9 cm  y
> de 3.0 cm) que procedían de la fase de multiplicación,
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los cuales fueron sembrados en dos tipos de medio de
enraizamiento, líquido y semisólido (4 g·litro-1 de agar),
compuesto por sales MS + 1.0 mg·litro-1 (tiamina) + 100
mg·litro-1 de myoinositol + 1.3 mg·litro-1 de AIA y 4 % de
sacarosa, recomendado previamente por Isaza (2004) para
Heliconia sp (Marulanda e Isaza, 2004).

Las evaluaciones se hicieron cada 21 días y se midieron
tres variables: altura, número de raíces y supervivencia.

Fase IV: Aclimatación

Comportamiento de las plantas “in vitro” en la
fase de aclimatización

La fase de aclimatización fue desarrollada según lo
expuesto por Villalobos y García (1982) y Pérez et al. (1998)
para la aclimatización en umbráculos con cubierta de malla
plástica que disminuye la intensidad  de la luz en un 30 %.
En ésta se analizó la adaptación de las plantas
trasplantadas en contenedores de poli espuma, evaluándose
la influencia sobre factores morfológicos y su adaptación
ex vitro. Se conformaron tres grupos según los tamaños de
las vitroplan-tas que se extraían de los frascos: I) mayores
de 5 cm, II) plantas de 3 - 5 cm y III) plantas menores de 3
cm. Las eva-luaciones fueron efectuadas a los 30, 45 y 60
días de trasplantadas. Las variables analizadas fueron: a)
supervivencia de las vitroplantas, b) altura de la planta, c)
número de hojas y d) salida del cepellón. Para esta última
se aplicó la escala propuesta por Jiménez (2000), como se
muestra:

- Grado 3: sale más del 75 % de cepellón

- Grado 2: sale entre el 50 - 75 % del cepellón

- Grado 1: sale del 25 - 50 % del cepellón

- Grado 0: sale menos del 25 % del cepellón

RESULTADOS

Fase I: Establecimiento

Desinfección superficial del material inicial

En el Cuadro 1 se muestra la efectividad de la
desinfec-ción con NaOCl. Con una concentración elevada
del desinfectante o del tiempo, disminuye la contaminación.
Es obvio que se producen afectaciones al tejido a partir de
2 % y 30 min. En cuanto a la brotación, el tratamiento 5 (2
% y 20 min) mostró diferencia significativa con el resto ya
que logra mejor brotación, sin diferencias en cuanto a la
pérdida de plantas contaminadas, en correspondencia con
lo expuesto por Agramonte et al. (1998) y Alvarado (2003).

En cuanto al estado físico del medio utilizado en esta
fase no se obtienen diferencias estadísticas entre el
porcentaje de regeneración de ápices, longitud del tallo, ni
contaminación, similar a lo expuesto por Grapin et al.
(1998).

Fase II: Multiplicación

Efecto de la combinación de los reguladores de
crecimiento 6-BAP con AIA en la multiplicación
de H. standleyi

Al comparar las diferentes hormonas en fase de
multiplicación, (Cuadro 2) se lograron los mejores resultados
con un coeficiente de 4.5 y 4.6, cuando se combinó 2
mg·litro-1 de 6-BAP y 0.65 y 1.3 mg·litro-1 de AIA
respectivamente, lo que justifica un correcto balance
citoquinina – auxina necesario para obtener la mejor calidad
de plantas durante los subcultivos en un medio semisólido,
dado por un mejor intercambio in vitro (Cuadro 3).

El manejo de los explantes también  influyó  en el
comportamiento in vitro (Cuadro 4); cuando se extraen los

CUADRO 1. Efecto de la concentración y tiempo de exposición al hipoclorito de sodio sobre la contaminación, necrosis y la
brotación de los explantes de Heliconia standleyi  Macbride en la fase de establecimiento.

Trat. Concentración Tiempo de exposición  Contaminados Necrosis Brotación
     (NaOCl) %                 (min) hasta 30 días (%)       (%)       (%)

1 1 10 21.15 c   0.26 a 78.4 b

2 1 20 20.7  c   1.74 a 76.7 b

3 1 30 14.7 b   3.09 b 74.3 bc

4 2 10 12.5 b   2.16 a 79.8 b

5 2 20   7.2 a   2.72 a 89.6 a

6 2 30   7.2 a   4.96 b 87.3 a

7 3 10   7.5 a 10.28 c 80.5 ab

8 3 20   4.75 a 14.51 d 78.7 b

9 3 30   4.15 a 25.34 e 70.2 c

ES ±   1.53 0.61   2.57

Letras distintas dentro de cada columna difieren según Duncan para P<0.05.
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explantes de mayor tamaño (1.0 cm), se muestran
diferencias significativas respecto a otros tratamientos en
todas la variables analizadas.

Fase III: Enraizamiento

En cuanto al estado físico del medio de cultivo y el
manejo de los explantes (Cuadro 5) se observó  que los

explantes que fueron seleccionados,  mayores de 3.0 cm
incluidos en los tratamientos 3 y 4, siempre obtuvieron la
mayor supervivencia (100 %), con un mejor desarrollo en
cuanto a altura, número de hojas  y  raíces, sin diferencias
entre medios líquido o semisólido.

En el Cuadro 5 se aprecia que tanto para el número de
raíces como para la altura de la planta fue favorable la

CUADRO 2.  Influencia de las combinaciones de reguladores del crecimiento en la fase de multiplicación.

Trat.    6BAP     AIA Altura Núm. de Núm. de   Coeficiente
mg·litro-1 mg·litro-1   (cm)    hojas   brotes Multiplicación

  1 0 0.0 2.1 e 3.2 c 1.3 e 0.9 e

  2 0 0.65 2.8 d 3.6 b 2.9 cd 1.8 d

  3 0 1.3 3.2 c 3.4 bc 2.6 d 1.7 d

  4 1 0.0 2.8 d 3.3 c 3.9 b 2.3 cd

  5 1 0.65 3.3 bc 3.2 c 4.3 b 3.6 b

  6 1 1.3 3.2 c 3.3 c 4.0 bc 3.7 b

  7 2 0.0 3.4 bc 3.6 b 4.3 b 3.5 bc

  8 2 0.65 4.8 a 4.2 a 5.0 a 4.5 a

  9 2 1.3 4.5 ab 4.5 ab 4.9 a 4.6 a

10 3 0.0 3.3 bc 3.5 bc 3.8 c 3.5 bc

11 3 0.65 3.6 b 3.6 b 4.0 bc 3.7 b

12 3 1.3 3.8 b 3.4 bc 3.6 c 3.0 c

ES ± 0.21 0.15 0.18 1.1

Letras distintas dentro de cada columna difieren según Duncan para P<0.05.

CUADRO 3.  Efecto del estado físico del medio durante la multiplicación de la H. standleyi.

Tratamientos Altura Planta (cm) Núm. de hojas Núm. de brotes Coeficiente Multiplicación

Estado líquido 3.8 b 3.2 b 3.5 b 3.0 b

Estado semisólido 5.0 a 4.3 a 4.7 a 4.5 a

ES ± 0.11 0.14 0.13 0.12

Letras distintas dentro de cada columna difieren estadísticamente según LSD para P<0.05.

CUADRO 4. Comportamiento del manejo de los explantes en la fase de multiplicación.

Tratamientos Altura de la planta (cm) Núm. de hojas Núm. de brotes Coeficiente Multiplicación

I-(Explantes > 1.0 cm) 3.8 a 4.3 a    3.6 a 3.4 a

II-(Explantes > 1.0 cm y 50 % follaje) 3.1 b 3.5 b    2.5 b 2.1 b

III-(Explantes > 1.0 cm y 75 % follaje) 2.0 c 3.0 c    2.3 b 2.0 b

ES ± 0.2 0.1 0.1 0.1

Letras distintas dentro de cada columna difieren estadísticamente según Duncan para P<0.05.

CUADRO 5. Comportamiento del manejo de los explantes y el estado físico del medio en la fase de enraizamiento.

Tratamientos Altura de la planta(cm) Núm. de hojas Núm. de raíces Supervivencia (%)

1 4.4 b 3.1 b 4.2 b   95.4 b

2 4.6 b 3.2 b 4.5 b   96.1 b

3 5.3 a 3.6 a 5.4 a 100  a

4 5.6 a 3.8 a 5.7 a 100  a

ES ± 0.06 0.08 0.12     4.2

Letras distintas dentro de cada columna difieren estadísticamente según Duncan para P<0.05.
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presencia del AIA 1.3 mg·litro-1, independiente de la
concentración de sacarosa.

Fase IV: Aclimatización

Comportamiento de las plantas “in vitro” en la
fase de aclimatización

En el Cuadro 6 se exponen los parámetros evaluados
en las plantas cuando se llevaron a aclimatar. La diferencia
fue altamente significativa en el tratamiento 1 cuando las
plantas tenían más de 5 cm de altura, las que sobreviven en
un 99.4 %. Seguidas por aquellas que tenían entre 5 - 3 cm
y que logran establecerse en un 95.6 %. Sin embargo,
siempre que la altura de las plantas in vitro fue inferior a 3
cm, las pérdidas de plantas fueron cuantiosas y sólo
sobrevive el 76.6 %.

Las plantas en fase de aclimatización tuvieron un
incremento aceptable en su altura (11 - 14 cm) a medida
que están más tiempo en umbráculo desde 30 - 60 días,
pero sin diferencia significativa con las plantas que fueron
extraídas hasta con 3 cm de altura. El número de hojas
también se incrementó (5 - 7 hojas), sin diferencia con la
duración del ciclo en cámaras hasta los 45 días, siempre
que las plantas tenían entre 3 - 5 cm de altura.

DISCUSIÓN

La Fase I de Establecimiento fue mejor cuando se
usó 2 % de hipoclorito de sodio con 20 min y el reactivo G-
1, obtenido por Cuba y generalizado en todas las Biofábricas,
lo cual contribuyó al bajo porcentaje de contaminación in
vitro. Se corrobora lo planteado por Pérez et al. (1998),
quienes señalan que con una esterilización química de
frascos y la desinfección de los explantes con (NaOCl), se
logró contaminaciones por debajo del 5 %, se disminuyen
los gastos de energía eléctrica, se incrementa el cultivo in
vitro  y se ahorra gelificantes. Similares resultados obtuvieron
Isaza (2004) con otras especies de Heliconias. En cuanto
al uso de medios líquidos, se han mostrado valores
significativamente superiores a otros medios, dado porque
en éste es más fácil la absorción de los nutrientes, hay una
oxigenación constante y mejor intercambio gaseoso (Grapin,
1998), se permite diluir con mayor facilidad los metabolitos
tóxicos que afectan el desarrollo de los explantes.

En Fase de Multiplicación de H. standleyi se logran
buenos resultados cuando se combinan en el medio de
cultivo 6-BAP y AIA. En tal caso Machado et al. (2002) y
Olivera et al. (2000) informaron el uso del 6-BAP para
incrementar la brotación en Gerbera sp. con concentraciones
entre 1.0 y 2.0 mg·litro-1. Mientras que con Heliconia sp.,
Isaza (2004) obtuvo resultados similares utilizando 2.0
mg·litro-1 de 6-BAP y 0.01 g·litro-1 de AIB. El manejo influyó
en el comportamiento de las plantas al individualizar los
explantes mayores de 1.0 cm elevándose el coeficiente de
multiplicación. Pérez et al. (1998) planteó al respecto que
no en todos los laboratorios de cultivo de tejido se tienen
igual criterios y apunta que al seccionar los brotes, se logra
la formación acelerada de nuevas yemas adventicias con
aumento del coeficiente.

El medio de enraizamiento fue adecuado obteniéndose
hasta 100 % de supervivencia con gran desarrollo radicular
y buena altura de las plantas. En tal sentido, Laforge et al.
(1991) han manifestado que un buen manejo de los explantes
en la última etapa de enraizamiento produce un efecto
favorable en la calidad de las plantas que salen enraizadas,
lográndose, además, una mayor homogeneidad de las
vitroplantas que van a ser adaptadas ex vitro con un mayor
número de raíces.

Finalmente, en la aclimatización, las plantas pueden
adaptarse bien y lograr buena calidad cuando tienen entre
3-5 cm. Conociendo los gastos que se generan en esta
fase se puede ahorrar recursos si las plantas son extraídas
con el tamaño adecuado y se aclimatan mejor cuando se
mantienen 45 días bajo las condiciones climáticas del
territorio. Castro et al. (2002), para Musa, plantearon que la
obtención de brotes mayores de 6 cm implicó plantas de
muy buena calidad en fase de aclimatización, lo que condujo
a una supervivencia superior al 95.5 %.

Lo anterior concuerda con lo referido por Suárez (1997)
en cuanto a la organización de la producción en las
biofábricas cubanas en áreas de aclimatización, donde son
admisibles valores entre 95-98 % de sobrevivencia para esta
fase. Tales resultados coinciden con los de Pérez et al.
(1998) que recomiendan que el manejo de las plantas en
esta fase debe ser gradual y sin crear traumas, si se quiere
obtener plantas de calidad y homogeneidad suficiente para
ser llevadas a campo. En este período ocurren la mayor
cantidad de pérdidas y, según el cultivo, posterior a los 30

CUADRO 6. Influencia de la altura de las plantas en la fase de aclimatización.

Tratamiento Supervivencia (%) Altura planta / en ciclo Núm. de hojas en ciclo Salida cepellón en ciclo

  30   45   60  30  45  60  30  45  60

1  Plantas(> 5 cm) 99.4 a 11.6 a 13.8 a 14.4 a 5.2 a 6.4 a 7.8 a 3.0 a 3.0 a 3.0 a

2  Plantas(3– 5 cm) 95.6 b   8.9 b 12.0 b 13.9 ab 3.9 b 5.3 b 7.5 a 2.8 b 3.0 a 3.0 a

3  Plantas(3 cm) 76.6 c   5.5 c   8.4 c 11.8 b 3.0 b 4.8 c 6.7 b 2.1 c 2.7 b 3.0 a

ES ±   3.9   2.7   2.2   2.0 1.9 1.4 1.7 0.10 0.20 0.02

Letras distintas dentro de cada columna difieren según Duncan para P<0.05.
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días se puede lograr sobrevivencias superiores al 90 %.
Estas diferencias fueron observadas en la fase de
aclimatización de vitroplantas de Solanum tuberosum L. por
Jiménez (2000), así como por Torres (1999), en el cultivo de
la Gerbera.

CONCLUSIONES

Se evaluó un protocolo que permitió la micropropaga-
ción de la especie Heliconia standleyi Macbride y su aclimata-
ción en la provincia de Cienfuegos. La mejor desinfección
de los explantes se logra con hipoclorito de sodio (NaOCl) y
usando preferiblemente concentraciones de 2 % por 20 min.
El establecimiento in vitro se logró con el medio que contenía
sales MS, suplementado con 0.5 mg·litro-1 de tiamina, 2.0
mg·litro-1 de 6-BAP y 20 g de sacarosa. En la fase de multipli-
cación se logró hasta 4.6 de explantes/ápices, cuando se
subcultiva en medio semisólido compuesto por 2.0 mg·litro-

1 6-BAP y 0.65 mg·litro-1 de AIA. El desarrollo de raíces en
las vitroplantas es óptimo siempre que se seleccionen
explantes hasta 3.0 cm de altura. La supervivencia de las
vitroplantas durante la fase de aclimatización fue adecuada
cuando las mismas tienen una altura mayor de 3.0 cm,
estando listas para enviar a campo después de los 45 días.
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MICROPROPAGACIÓN DE Musa spp.
(PLÁTANO var. MANZANO AAB) A PARTIR

DE MERISTEMAS FLORALES

Gladys Molina*, María Vielma T.*,
Melangel Tacoronte* y Máximo Briceño**

RESUMEN

Los bananos y plátanos son rubros alimenticios de gran importancia económica en
Venezuela, y han sido considerados como alimentos de elevado consumo nacional. Uno
de los objetivos fundamentales de la tecnología de avance aplicada a la agricultura, es
generar aumentos sustanciales en la producción y/o rendimiento de este rubro a través
de nuevos enfoques, permitiendo la expansión de la superficie sembrada. El objetivo
principal de la investigación es Micropropagar plantas de Musa spp. (Plátano var.
Manzano AAB) a partir de meristemas florales masculinos. Esta investigación se reali-
zó en seis etapas, empleando el medio de Murashige y Skoog (MS) en 1962 y de Schenk
y Hildebrandt (SH) en 1986, con diferentes concentraciones hormonales y condicio-
nes de cultivo. Etapa I: establecimiento de ápices de inflorescencias masculinas de 1,1
cm en MS1– control. Etapa II: inducción de primordios en MS modificado (MS2) a
dos concentraciones de benciaminopurina (BAP: TI=1,5 y TII=3 mg l-1) y control (MS1).
Etapa III: expresión de primordios en medio SH + 3,2 μM BAP (MS3). Etapa IV:
desarrollo y alargamiento de primordios en medio MS4 (MS +1,5 mg l-1 ANA). Etapa V:
enraizamiento de vástagos en medio ½ MS + 1 mg l-1 ANA (MS5). Etapa VI: aclimatación
de las plantas. Se observó que en Musa spp. (Plátano var. Manzano AAB) es posible
obtener plantas a través de inflorescencia masculinas. La inducción de primordios de
vástago se produjo en TI, TII y control. De acuerdo al análisis estadístico hay diferen-
cias significativas entre el control, TI y los tratamientos TI y TII, indicando que la
presencia de BAP es indispensable en el medio para inducir primordios de vástago.

Palabras Clave: Musa; inflorescencia; primordios; plátano.
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MICROPROPAGATION OF Musa spp.
(PLÁTANO var. MANZANO AAB)

FROM FLORAL MERISTEMS

Gladys Molina*, María Vielma T.*, Melangel Tacoronte*
y Máximo Briceño**

SUMMARY

The Bananas and plantains are nutritional species of economic importance
in Venezuela, and have been considered as nutriments national consumption.
One of the main objectives of technologies applied to agriculture is to
generate substantial increases in the production and/or efficiency of these
soecies through new approaches, allowing the expansion of the seeded
surface. The primary target of the investigation is Micropropagate plants of
Musa spp. (var.manzano Banana AAB) from floral masculine meristems.
This investigation was performed in six stages, using the medium of
Murashige and Skoog MS in 1962 and Schenk and Hildebrandt SH in
1986, with different hormonal concentrations and conditions of culture.
Stage I: establishment of apexes of masculine inflorescences of 1.1 cm in
MS1-control. Stage II: induction of buds in modified MS (MS2) to two
concentrations of bencilaminopurine (BAP: TI=1.5 and TII=3 mg l-1) and
control (MS1). Stage III: expression of buds in the medium SH + 3.2 μM
BAP (MS3). Stage IV: development and extension of buds in medium MS4
(+1,5 MS mg l-1 ANA). Stage V: rooting of offshoot in medium ½ MS+1 mg l-1
ANA (MS5). Stage VI: acclimatization of the plants. It was observed that
in Musa spp. (Plantain var. Apple AAB) is possible to obtain masculine
inflorescences. The induction of buds of offshoots took place in TI, TII and
control. According to the statistical analysis there are significant differences
between the control, TI and the treatments TI and TII, indicating that the
presence of BAP in the medum is required to induceoffshoot buds.

Key Words: Musa; inflorescence; buds.
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INTRODUCCIÓN

El cultivo de musáceas es de gran importancia debido a su valor nutritivo,
donde destaca el contenido de carbohidratos (35%), que en parte son
transformados a glucosa, sacarosa y fructosa durante la maduración,
(6-7 %de fibra), (1-2% de proteína, potasio, magnesio, fósforo, calcio,
hierro y vitaminas A y C), lo cual cubre las necesidades requeridas en la
dieta básica de la población (Novak, 1992). Estudios de la FAO (1999),
señalan  que el grupo conformado por plátanos y cambures, conjunta-
mente con la leche, el trigo, y el arroz constituyen los cuatro alimentos
más importantes del mundo. La misma fuente señala que por lo menos
400 millones de personas consumen el plátano y al cambur como ali-
mentos básicos, siendo explotados por países en desarrollo en más de 8
millones de t/año.

Las técnicas de cultivos de tejidos vegetales in vitro, han sido aplicadas
en esta investigación para aumentar la propagación de plantas (“semillas”)
de musáceas que puedan asegurar el mantenimiento de los cultivos y la
obtención de plantas con características de interés (Roca y Mroginski,
1993; Novak, 1992; Sandoval, 2001; Colmenares y Giménez, 2003;
Bustamante, 2004; Díaz, 2004). Además se estudia la factibilidad de
proporcionar semilla viable, adaptada a las condiciones agroecológicas
propias del municipio Alberto Adriani, estado  Mérida y sus adyacencias,
permitiendo la continuidad del suministro y el mantenimiento de las uni-
dades de explotación, contribuyendo así al desarrollo sustentable de la
región y del país.

MATERIALES Y MÉTODOS

Las inflorescencias masculinas de Musa spp. (Plátano var. Manzano AAB)
obtenidas de plantas vigorosas (Figura a, b) provenientes de diferentes
unidades de producción, del municipio Alberto Adriani; fueron previa-
mente limpiadas y sumergidas en una solución estéril de ácido ascórbico
500 mg l-1, durante 15 min. Posteriormente los raquis obtenidos fueron
esterilizados en una solución de hipoclorito de sodio al 2% más dos
gotas de Tween 20, durante 5 min y suave agitación, luego se lavaron
con agua destilada estéril.

Se removieron las brácteas hasta lograr una longitud del raquis de
1,1 cm (Figura c) con ápice (explante) de 0,5 mm de longitud y sumer-
gidos en ácido ascórbico 250 mg l-1 antes de cultivarlos.
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Etapa I o Establecimiento del cultivo: los explantes se cultivaron en
tubos de cultivo sigma® C-5916 con 15 ml de medio Murashige y Skoog
(1962; MS1 Cuadro 1) y 0,8% de agar (Figura c).

Etapa II o Inducción de primordios: los explantes establecidos fueron
cultivados en el medio MS2, (MS1 con dos concentraciones BAP
(TI =1,5 mg l-1 y TII= 3 mg l-1) manteniendo el control (MS1).

Etapa III o de expresión de primordios: una vez inducidos, los
explantes fueron colocados en medio de germinación de Shenk y
Hildebrant (1985; SH) Ç;Ç citado en Roca y Mroginski (1993) en el
Cuadro 2 suplementado con 3,2 µM de BAP (MS3). Figuras d,e,f. Las
condiciones de incubación para estas etapas fueron 12 h luz, 12 h
oscuridad, a 27 ºC.

Etapa IV o de desarrollo y alargamiento: en la semana 12 los explantes
desarrollados y alargados, se individualizaron; y fueron cultivados en
MS1 suplementado con 1 mg l-1 ANA y 2% de gelrite, (MS4) durante
(04) semanas (Figuras g, h).

Etapa V o de enraizamiento: los primordios de vástagos desarrollados
fueron subcultivados en medio MS ½ (MS5) Figura i,  durante 8 semanas,
fotoperíodo de 16 h luz y 14 h de oscuridad a 27 ºC, logrando el desarrollo
del sistema radicular.

Etapa VI o aclimatación: una vez desarrolladas las plantas y con una
longitud promedio de 12 cm se cultivaron en sustrato arena y compost
en una proporción 1:1. Para el análisis estadístico se realizó comparando
las medias obtenidas a través del test de Tukey y utlizando el programa
ç Statistic versión 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el establecimiento de la micropropagación in vitro, entra en juego
una interacción explante – medio de cultivo – concentraciones fitohor-
monales y condiciones ambientales (fotoperíodo, temperatura, humedad
relativa) según Tacoronte (1997), lo que se pudo corroborar en este
trabajo. Al analizar las diferentes etapas del cultivo se detecto que en la
etapa I, el explante manifestó adaptación y estabilidad fisiológica,
vigorosidad y  aumentó su diámetro, coincidiendo con Sandoval (1985).
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El explante responde a la inducción hormonal con la citoquinina y entre
12 y 14 semanas, se observó el desarrollo de los primordios inducidos
por la presencia de la estructuras meristemoides, llamadas así por Zamora
et al. (2002); y definidas como primordios por Cronauer y Krikorian
(1985). Estas estructuras blanquecinas, ovaladas y consistentes apare-
cieron entre las axilas de las brácteas y las estructuras florales; Figura
(d,e) características observadas también por, Cronauer y Krikorian (1985).

En el tratamiento TII se produjeron 53 primordios, mientras que TI

CUADRO 1. Composición del medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962).

Compuestos mg l-1

Nitratos:
NH

4
NO

3
  10

KNO
3

Sulfatos:
MgSO

4
.7H

2
O

MnSO
4
.4H

2
O   10

ZnSO
4
.7H

2
O

CuSO
4
.5H

2
O

Haluros:
CaCl

2
.2H

2
O

KI   10
CoCl

2
.6H

2
O

Micronutrientes:
KH

2
PO

4

H
3
BO

3
  10

Na
2
MoO

4
.2H

2
O

FeSO
4
.7H

2
O

Na
2
EDTA   10

Myo-inositol   10
Acido nicotinico    1
Piridoxina    1
Tiamina HCL    1
Glycina    1
Sacarosa 3% 30g l-1

Agar 0,8 % - 1 %
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presentó 24 primordios. En las semanas 14 y 15 para ambos tratamientos
se presenta la máxima expresión de primordios, para TII (3 mg l-1 BAP)
con 62 primordios y TI (1,5 mg l-1 BAP) obtuvo 58; a diferencia de
Cronauer y Krikorian (1985) que observaron esta máxima expresión en
la semana 18 con 5 mg l-1 de BAP. Lo que indica que una alta concen-
tración de la fitohormona  pudiera estar retardando la respuesta.

De acuerdo al análisis estadístico (Cuadro 3) no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos TI y TII, durante las semanas de
producción de primordios. Lo que indica que las dos concentraciones de
BAP utilizadas tienen la misma incidencia en la respuesta. Pero existen
diferencias significativas (Cuadro 1) entre el tratamiento control y los
tratamientos TI y TII. Lo que demuestra que se requiere la presencia de
BAP para alcanzar la inducción de primordios.

En el ANOVA, para las semanas de muestreo se realizan pruebas

CUADRO 2. Composición del Medio de cultivo Schenk e Hildebrandt
(SH 1985).

Compuesto mg l-1

NH
4
H

2
PO

4
  300

CaCl
2
.2H

2
O   151

MgSO
4
.7H

2
O   400

KNO
3

1.000

H
3
BO

3
   0,1

CUSO
4
.5H

2
O    0,2

Na
2
EDTA  20,1

FeSO
4
.7H

2
O   15

MnSO
4
.4H

2
O   10

KI   0,1

Na
2
MoO

4
.2H

2
O   0,1

ZnSO
4
.7H

2
O     1

Myo-inositol 1.000

Acido nicotínico    5

Piridoxina    0,5

Tiamina Hcl    5
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a posteriori de comparación de medias de Tukey y los tratamientos apli-
cados en la investigación al menos uno es diferentes para esas semanas
de muestreo. Las tasas de proliferación de estos tejidos cultivados no
son uniformes y dependen de factores como el tamaño del explante, la
composición  del medio y el estado fisiológico del tejido. Según Cronauer
y Krikorian, (1983a), citado por Roca y Mroginski (1993) la inducción,
el control del crecimiento y la morfogénesis están determinados por las
relaciones hormonales suministradas en el medio de cultivo (sustrato).
De esta manera pudo determinarse la obtención de plántulas mediante la
técnica in vitro a partir de meristemas florales masculinos, promovidas
por la presencia de Citoquinina BAP, en 28 semanas.

Los primordios, provenientes del tratamiento TII, una vez individua-
lizados y cultivados en el medio MS4 con 1,5 mg l-1 de ANA, se alargaron
y desarrollaron el aparato fotosintético, presentando características de
un vástago, mientras que los primordios originados del TI, su alarga-
miento fue en menor proporción, lento y de color blanquecino (Figura h)
dando una apariencia albina, igual que en el ensayo de Zamora (2002).
Al disminuir la concentración ANA en el medio de cultivo, en los vástagos
provenientes de TI y TII se indujo la formación de raíces. Las plantas
fueron aclimatadas y actualmente se encuentran en evaluación en el
campo.

CUADRO 3. Medias de Primordios de Musa spp. (Plátano Variedad
Manzano AAB) por tratamiento /semana.

Semana 12 Semana 13 Semana 14 Semana 15 Semana 16 Semana 17

Control 0,00±0,00 a 0,04±0,20 a 0,62±1,52 a 0,83±1,76 a 0,83±1,99 a 0,50±1,10 a

T-I 1,00±2,41 ba 1,87±230 b 1,83±2,46 a 2,41±2,76 ba 2,12±2,04 a 1,54±2,39 a

T-II 2,20±2,70 b 2,04±2,97 b 2,58±4,16 a 1,29±1,78 b 2,29±3,04 a 2,00±2,85 a

Los valores indican Promedio (X) ± Desviación estándar (DE). Las letras diferentes acompañando
a los valores, indican que hay diferencia significativa entre medias, según el Test de Tukey  (P<0,05).
Fuente: Propia, (2005).
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