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Traduccion simple de la primera solicitud, si se reivindica prioridad.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Resumen

Descripeion de la invencion.

Una o mas reivindicaciones.

Dibujos yfo planos necesarios.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.
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112000-0512
EL SECRETARIO GENERAL DE LA UNIVERSIDAD

TECNOLOGICA DE PEREIRA,

CERTIFICA:

Que la Universidad Tecnolégica de Pereira es un Ente Universitario Auténomo del Orden
Nacional, de caracter académico vinculado al Ministerio de Educacién Nacional, por
tanto, entidad Gubernamental del Orden Nacional creado por virtud de la Ley 41 de 1958
y desarrollado por el Acuerdo 14 del 12 de octubre de 1999 con NIT 891 480035-9.

Que en la actualidad su representante legal es el Ingeniero LUIS ENRIQUE ARANGO
JIMENEZ, identificado con la cédula de ciudadania numero 10.059.486, reelegido como
Rector por el Consejo Superior Universitario, en virtud de la Resoluciéon No. 06 del 02 de
septiembre de 2008, y segun articulo 24 del Estatuto General estd capacitado para
celebrar todo tipo de contrato o convenio sin limite de cuantia, para el cumplimiento de
objetivos de la Institucion.

Que la institucién no ha sido objeto de sanciones, en los Ultimos cinco afios, por el
incumplimiento de disposiciones legales que rigen la educacion superior y que no esta
intervenida en el momento gue se hace la solicitud.

La presente certificacién se expide hoy 21 de octubre de 2011, para tramite ante la
. Superintendencig.de Industria y Comercio.

CARLOS ALFONSO ZULUAGA ARANGO
Secretario G al
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Supermiendencm de Industria y Comercio
E. S. D.

Referencia: SOLICITUD DE PATENTE EN COLOMBIA
TITULO: PROPAGACION IN VITRO DE Heliconia bihai {L.) cv.

Lobster Salmadn Y Heliconia orthotricha cv. Arco iris

SOLICITANTES: MARTA LEONOR MARULANDA ANGEL, LILANA
ISAZA  VALENCIA, LUIS GONIAGA GUTIERREZ L y la
UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA.

Nosotros MARTA LEONOR MAULANDA A, identificada con 1a cédula de ciudadania
42.060.623 de Pereira, LILIANA ISAZA VALENCIA, identificado cen la cédula de

- Ciudodania 42.124.985 de Pereira; LUIS GONZAGA GUTIERREZ L, identificado con

. la cédula de ciudadania 10.110.932 de Pereira y LUIS ENRIQUE ARANGO JIMENEZ,
identificado con la cédula de ciudadania No. 10.059.486 de Pereira, actuando en

. - su calidad de Rector Y Representante Legal de la Universidad Tecnolégica de
A Perelro conferimos poder amplio y suficiente” al doctor PABLO JULIO HERNANDEZ
MARTINEZ, identificado con la cédula de ciudadania 10.017.555 de Pereirq,
abogado en ejercicio con tarjeta profesional 125309 del C. S. de la- J., para que

en nuestros nombres solicite, tramite y en general realice todas ids actuaciones y
geshones necescmos para la obtencidon del registro de ia patente de invéncién

del proceso de"'PROPAGACION IN VITRO DE Heliconia bihai.(L) cv. Lobster
Salmén Y Heliconia orthotricha cv. Arco irs ",

El apoderado queda facultado para recurrr, recibir, transigir, conciliar, nofifich
de315hr renuncnor al derecho sustituir y reasumir el presente poder.

.

. Afemomente,

- Wowl) dlww&w L Pz, caoa
_ MARTA LEONOR MARULANDA A. ILIANA ISAzﬁéﬁRé./ TP S
'C.C42,060.623 // C.C. 42.124.985 P |

ﬂ\‘ Lyis 6. OCuti i
ENRIQUE ARANGG JIMENEZ  LUIS GONZAGA GUTIERREZ L
C.C. 10.059.486 T ccoonos
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Patente de Invencion

PROPAGACION IN VITRO DE Heliconia bihai (L)) cv. Lobster Salmén Y Heliconia
orthotricha cv. Arco iris

CAMPO TECNOLOGICO - RESUMEN

La presente invencién se relaciona con la propagacién in vifro a partir de
meristemos florales de Heliconia bihai cv. Lobster Salmén y Heliconia orthotricha
Ccv. Arco irs. Esta invencién consiste en la  propagacion in vitro a partir de
meristemos florales de Heliconia bihai cv. Lobster Salmdn y Heliconia orthotricha
cv. Arco ins. Las yemas florales fueron establecidas utilizando NaCIO 1% durante
20 minutos y cultivados en un medio Murashige y Skoog conteniendo 2 mg/L de
BAP, AIA 1 mg/L y 0.1 g/L de L-cisteina. La muitiplicaciéon de brotes fue lograda
utilizando 6 mg/L de BAP y posteriormente con un medio 2 mg/L de BAP y 0.5
mg/L de AlA, alcanzando una tasa de multiplicacién de 3.0. Bl enraizamiento de
. las pldntulas in vifro se obtuvo ufilizando 1.3 vy 20 mg/L de AIA. En la

aclimatacion en vivero se logré un 92% de supervivencia. La propagacién de
heliconias a partir de yemas florales requiere mayor tiempo en la fase de
establecimiento y multiplicacién pero permiten mayores porcentajes de
sobrevivencia y una menor contaminacion, ofreciendo resuitados promisorios
para ser aplicados a un nimero diverso de heliconias de interés comercial,

ANTECEDENTES - ESTADO DE LA TECNICA

La saturacién del mercado mundial de plantas ornamentales tfradicionales ha
impulsado un creciente interés por parte de los consumidores exfranjeros a
comercializar especies tropicales {Castro y Graziano, 1997}. En este contexto, se
destacan las especies del género Heliconia L. Su excepcional potencial de
. comercidlizacion en el mercado interno y externo se debe a la apariencia
exotica de la inflorescencia y la gran variacidén en formas y colores, la
produccion continua de flores, la calidad y la durabilidad de éstas después del
corte, son caracteristicas promisorias no solo para ta produccién de flor cortada
sino también para ornato en parques v jardines (Santes, et al, 2006}, asi como
cultivos para producir semillas cenificadas con fines de exportacion (Jerez,
2007).

La propagacién comercial de las heliconias es generalmente vegetativa, a
través de rizomas, sin embargo, este método conlleva a una diseminacion y
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mulocaon de agentes (hongos, bacterias, virus y nematodos) causantes de

importantes enfermedades que son transmisibles entre cultivares dificultando la
manifestacion del verdadero potencial productivo {Santos, et al, 2006}, como
también es comUn observar entre los cultivadores inconformidades con el
material adquirido al no ser precisamente el deseado, muy probablemente por
confusiones del vendedor.

Por otro lado, la propagaciéon a través de semillas presenta varias desventajas
en relacién a la propagacion via rizomas, como un menor valor comercial y un
manejo mas dificil, ademdés que las semilias presentan recalcitrancia debido a
restricciones mecdanicas 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 en la actualidad cuando ha incrementado la importancia de
las especies ornamentales vy se ha creado la necesidad de establecer un
protocolo eficiente para la regeneracién de plantas usando técnicas de cultivo
de tejidos, lo cual no solo facilitaria el movimiento de propdgulos libres de
. enfermedades entfre paises, sino que también serviia como una fuente
potencial de nuevas variedades (Goh et al, 1995).

La oferta comercial de heliconias micropropagadas es escasa y restringida a
algunas especies. La mayoria de estudios se centran en lg propagacion
Heliconia psittacorum a través de yemas terminales y axilares (Nathan et al,
1992). Sin embargo, en Colombia algunos grupos han mostrado resultados
promisorios en la micropropagacion a través de rizomas de heliconias silvestres vy
cullivares (Marulanda e Isaza, 2004).

Segun Castro y Graziano (1997) H. bihai es una especie que abarca una gran
cantidad de cultivares y su flor es generalmente usada para corte o paisajismo,
poseen habito musoide, con inflorescencias erectas y bracteas en un Unico
plano. H. bihai cv. Lobster Salmén presenta una inflorescencia glabra, con
espatas de color naranja y con  tres cuartas partes de la margen de color
amaritlo y verde. (Fig. 1q])

El objetivo de esta investigacién fue desarrollar protocolos de propagacion
masiva de Heliconia bihai cv. Lobster Salmén y Heliconia orthotricha cv. Arco
iris.. Para lo cual fue necesario evaluar diferentes métodos de desinfeccion vy
diversos medios de cullivo para el establecimiento, multiplicacién,
enraizamiento y aclimatacion en vivero.

DESCRIPCION TECNICA DEL METODO

MATERIAL DE PARTIDA
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Para la presente invencidon, el material para el establecimiento in vitro fue
colectado en diversas localidades del Valle del Cauca y Risaralda y se
selecciond con ayuda de agricultores. Se evaluaron dos tipos de explantes:
rzomas y meristemos florales obtenidos de inflorescencias con el nimero menor
de bracteas circinales abiertas.

DESINFECCION

Rizomas:
Fueron utilizados los protocolos de desinfeccion E y F evaluados en el
establecimiento de rizomas de Heliconias y especies afines por Marulanda e
Isaza (2004) los cuales incluyen una fase de desinfeccidon con alcohol etilico al
70% y dos inmersiones en hipoclorito de sodio {NaCIO) al 5 vy al 1%,
complementando con la adicién al medio de cultivo del antibiético Claforan®;
estos tratamientos difieren solamente en los tiempos de inmersion con la
solucion Agrodine® 2,0 mg/L como paso previo a la desinfeccion con alcohol;
gue de 5 minutos (Tratamiento 1) pasé a 20 minutos (Tratamiento 2). Asi mismo,
. fue evaluado el protocolo de desinfecciéon propuesto por Nathan et. al, 1992
para la propagacion in vifro de H. psittacorum, el cual presenta un
almacenamiento de los rizomas en bolsa de polietilieno por siete dias previos a
la desinfeccién y el uso de etanol al 70 % y 2 fases con NaClO al 0.4 v 0.8%
respectivamente (Tratamiento 3).
De la misma manera se evaluaron otros 5 tratamientos de desinfeccién, el
primero que somete a los explantes a una temperatura de 53°C durante 15
minutos, 5 minutos en etanol 70°, 10 minutos de NaClO al 5% vy finalmente una
inmersidn durante 24 horas del explante en PPM® (Tratamiento 4). El segundo
protocolo incluye un almacenamiento del rizoma durante siete dias en bolsa de
polietileno, alcohol 70° durante 2 minutos, desinfeccion por 20 minutos con
Bicloruro de mercurio al 0.2% vy 5 minutos con NaClO al 1% {Tratamiento §). Los
siguientes protocolos requieren una desinfeccidén con alcohol 70° por 5 minutos,
15 min de NaCiO al 3% y PPM® al 35% durante 10 (Tratamiento é), o 15 minutos
(Tratamiento 7} o la inmersion de los explantes en una solucién de PPM® 35%,
sales minerales esteriles y 3 mg/L de BAP durante 24 horas y establecimiento en
. un medio de cultivo con PPM® (Tratamiento 8), con un tfotal de ocho
tratamientos de desinfeccion con 10 rizomas por cada uno.

Meristemo floral

Las inflorescencias se sometieron a un enjuague previo con agua y detergente
comercial mdas una desinfeccidon por inmersion en alcohol etilico al 70% durante
5 minutos seguido de una solucidén comercial de NaClO al 1% durante 20
minutos. Con posterior extraccion del meristemo floral en cabina de fivjo
laminar.
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24 variables cuantificadas en la fase de desinfeccidn fueron porcentaje de

contaminacién por hongos y bacterias y nUmero de explantes necrosados,
fenolizados y sobrevivientes.

ESTABLECIMIENTO

Para la presente invencidn, los explantes se establecieron en el medio de cultivo
MS {Murashige y Skoog, 1962) con Phytagel (2.7 g L-1); vitaminas {Morel vy
Wetmore, 1951); sacarosa (30.0 g L-1); vy diferentes concentraciones de é-
benzylominopurina (BAP) y Acido Indol Acético (AIA) asi:

BAP 2mg/L + AlA 0.5mg/L (1A BAP 4mg/L + AlA 0.5mg/L (IB)
BAP 6mg/L + AlA 0.5mg/L (IC) BAP 2mg/L + AlA 1 mg/L (IIA)
BAP 4 mg/L + AlA 1 mg/L (IIB) BAP 6 mg/L + AIA 1 mg/L {IIC)
BAP 3mg/L {3BA] BAP émg/L (6BA]

BAP 9mg/L (9BA)

. El pH se qjustd a 5.8. Los cultivos se evaluaron semanalmente, con un cambio a
medio nuevo y limpieza del explante a la primera, cuarta y a la octava semana
de establecimiento, determinando porcentajes de contaminaciéon (hongos vy
bacterias), oxidacidn y supervivencia, crecimiento y desarrollo de los explantes.

MULTIPLICACION

Para establecer la mejor tasa de multiplicacidon y crecimiento de los brotes, los
explantes establecidos que presentaban un tamaio mayor a 1ecm?, presencia
de brotes, una coloracién verdosa y se encontraban en buen estado se
transfirieron a un medio MS suplementado con diferentes concentraciones de
BAP (0.5, 1, 2, 3.5, 4.5 y émg/L}, durante minimo 6 - 8 semanas dependiendo de
su respuesta. Finalmente los explantes fueron transferidos a un medio MS con
BAP 2 mg/Ly 0.5 mg/L de AlA.

¢ ENRAIZAMIENTO
Para el enraizamiento, las plantulas fueron fransferidas a un medio de cultivo
MS a la mitad de concentracion de sales, uiilizando AlA en concentraciones de

0.7 vy 1.3 mg/L ademds de Acido Indol Butirico {AIB} a 1.0 mg/L, con 30 g/l de
sacarosa y 2.7 g/L de Gelrite®.

ACLIMATACION DE PLANTAS
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e vivero, las plantas fueron sembradas en bandejas de polipropileno de 50

alvéolos, utilizando como sustrato arena {previamente esterilizada en autoclave
a 1210C durante 35 minutos) y el sustrato comercial Forzamix® en proporciones
1:1y 3:1. Ademds se adiciond al sustrato trichoderma y micorriza. Las plantas se
cubrieron con plastico las primeras cuatro semanas para prevenir la
deshidratacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la desinfeccién de rizomas se utilizd un disefioc completamente al azar, con
8 tratamientos y 10 explantes por tratamiento. Las variables a evaluar fueron:
Contaminacién, Oxidacion fendlica y Supervivencia.

En el establecimiento de yemas florales se utilizaron ¢ tratamientos y 10
explantes por tratamiento, se evalué Contaminacidn, Oxidacion fendlica y
Supervivencia.

Se redlizéd para cada uno de los experimentos, andlisis de varianza de
clasificacién simple modelo de efecto fijo (ANOVA) y test de Tukey con el
paguete estadistico INFOSTAT version 2004,

ANEXOS
Resultados y Discusion

De un promedio 250 yemas florales establecidas, un 13,6% de estas presentaron
contaminacién predominantemente de origen bacteriono. Asi mismo, la
susceptibilidad a la fenolizacién de las yemas solo fue de 3.5%, lo cual influyd
notablemente en los porcentajes de sobrevivencia que alcanzé el 82.8%.

La mayoria de trabajos en cultivo de tejidos en Zingiberales y especiaimente en
la familia Heliconiaceae se realiza utilizando rizomas ¢ apices caulinares como
material de partida (Nathan et al, 1992; Atehortua et al, 1999; Dias & Rodrigues,
2001; Dias, 2002; Marulanda e Isaza, 2004; Sosa Rodriguez, 2004; Rodrigues, 2005;
Ayaka, 2008). Sin embargo, el gran impedimento de la micropropagacion con
este material son los problemas de contaminacion enddfita, el cual limita el
desarrollo del explante como lo han registrado varios autores (Nathan et al,
1992; Atehortua et al, 1999; Dias & Rodrigues, 2001; Rodrigues, 2005). En el caso
de los meristemos florales, Urrea y Atehortua (1994) describieron porcentajes de
contaminacion entre el 10-15% en H. wagneriana, H platystachys, H bihai, H.
burleana y H. rostrata, ademds de un 80% de contaminacién de H. marginata y
H. latispatha desinfectando las yemas con NaClO al 2% durante 15 minutos. En
nuestro caso, el protocolo de desinfeccidn utilizado con las yemas florales de H.
bihai cv. Lobster Salmoén que incluye el uso de NaClO al 1% durante 20 minutos,
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¥ suficien e para obtener niveles de contaminacién menores al 15% y un

porcentgje de sobrevivencia superior al 80%.

El uso de meristemo floral para el desarrcllo de un protocolo de propagacion
masiva en H. bihai cv. Lobster Salmén y Heliconia orthotricha cv. Arco iris, puede
considerarse viable por ofrecer una mayor tasa de sobrevivencia comparada
con la utilizando rizomas ¢ dpices caulinares como material de partida, Nakano
{2008) obtuvo un porcentaje maximo de sobrevivencia con dpices caulinares
de 21% en H. bihai cv. Peach Pink, y en H. ortotricha de mdaximo 40%. Asf mismo,
las yemas florales muestran una respuesta favorable a un protocolo sencillo de
desinfeccidén y es un material de mayor disponibilidad y menor precio en el
mercado.

El Cuadro 2 evidencia que en la fase de establecimiento de H. bihai cv. Lobster
Salmdn, la combinacidn de BAP y AIA en el medio de cultivo brinda unas
mejores condiciones para la respuesta morfogénica y maduracidon de los
meristemos florales. Los resultados estadisticamente  significativos  fueron
registrados para la combinacién A, la cual le facilité a las yemas un mayor
crecimiento del explante y brotaciéon de yemas entre la 6 - 8 semana (Fig. 1b).

El BAP en ausencia de AlA, en sentido general, mostrd indicadores inferiores de
supervivencia y vigor de los explantes, asi mismo, concentraciones muy alias de
BAP provocan en el explanie una rapida fenolizacién y necrosis {Cuadro 2).

Cuadro 2. Evaluacion de medios de cultivo optimos para el establecimiento de
las yemas florales H. bihai cv. Lobster salmén.

Medio . . % de

Fenolizacio - .
de n Supervivienci

Crecimiento y Brotacion
cambio de color de yemas

cultivo a
A Alta 60 NO NO
B Bajo 40 Solo cambio de )
color
IC Baja 16 Sl NO
1A Baja 50 Sl S
IR Bajo 33 Solo cambio de NO
color
Inc Baja 70 Sl NO
3BA Alta 10 Solo cambio de NO
color
6BA Alta 0 Solo cambio de NO
color
9BA Muy Alta 0 NO NO
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una concentracidn de 7 mg/L de BAP tanto en la fase de establecimiento de
los explantes de H. latispatha y H. wagneriana como en parte de la fase de
multiplicacion, sin embargo. en nuestro estudio se observa que el uso de BAP o
concenfraciones mayores a 3 mg/L en explanies que aun no poseen brotes
definidos influye altamente en los porcentgjes de necrosis de la especie
estudiada, probablemente debida a una intoxicacidn de los explantes o un
desbalance enire |as proporciones de hormonas enddgenas. El uso de la
combinacion auxina - citoquinina en la fase de establecimiento es relacionado
iguaimente por Sosa Rodriguez {2004) con H. standlevi.

Marulanda e Isaza (2004) reportan el reverdecimiento de los rizomas entre la
segunda y tercer semana y la aparicidén de brotes después de la sexta semana.
Nathan et al (1992) describen reverdecimiento de rizomas de H. psittacorum
enire los 7 y 14 dias de establecimiento, mientras que para este estudio, entre la
sexta y séptima semana de siembra, en los explantes que permanecian en A,
se observaron cambios en cuanio a aumento de tamaRo y color
(reverdecimiento} de los mismos (Fig. 1c), y posteriormente la aparicidén de
brotes definidos después de la octava semana (Fig. 1d).

En este sentido, el uso de meristemos florales como explante, requieren un
estimulo continuo vy prolongado de hormonas para lograr la misma respuesta
morfogénica que se obtiene en poco tiempo a través de rizomas y es un
proceso que demanda mayor tiempo en la fase de establecimiento.

Para la mulliplicacién, el material transferido a medios de cultivo a
concentraciones entre 0.5 a 4.5 mg/L de BAP mostraban un crecimiento de los
brotes corio tiempo pero nula multiplicacion (Fig. 2a, parte izquierda), solo
cuando en los explantes transferidos @ un medio de 6 mg/L fue posible
observar diferencias significativas en el ANOVA con respecto a los otros medios
evaluados (BAP 0.5 a 4.5 mg/L) y un incremento en la brotacién, alcanzando
una coeficiente de multiplicacion de hasta 2.5 (Fig. 2a, parte derecha).

Luego de permanecer en el medio de cultivo por mdés de 3 semanas, el tamafio
de los brotes no sobrepasaba los 0.5 cm de longitud (Fig. 2a., parte derecha),
Nathan et al (1992) reportaron que Ia mejor tasa de multiplicacidn obtenida se
da seis semanas después de la transferencia de los brotes a un medio de
multiplicaciéon utilizando 10 uM  de BAP. En nuestro trabajo y muy posiblemente
debido a la naturaleza del explante utilizado, solo ocho semanas después de la
transferencia a un medio con 6mg/L de BAP, la tasa de mulliplicacion aumenta
a valores por encima de 2. Sin embargo, concentraciones tan altas de
citoquinina retrasan el crecimiento y diferenciacién de los brotes o pueden
inducir cambios morfolégicos por variacidon somaclonal en los subcultivos
{Rodrigues, 2008). Nathan et al (1992) afirman que la adicidén de 20 y 40 uM de
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al medio de cultivo por un tiempo prolongado induce brotes de H.

psiftacorum mas pequeRos y compactos, inhibiendo el crecimiento y posterior
desarrollo de éstos, con la conclusidon de que la iniciacion de éstos requiere una
alta concentracién de 40 uM de BAP, pero la proliferacidon de estos necesita
una concentracidbn mucho mas bgja, de por lo menos 10 puM, respuesta
igualmente relacionada por los mismos autores para H. rostrata.

Luego de 8 semanas de permanecer en un medio con BAP é mg/L, el material
fue transferido a un medio suplementado con BAP 2 mg/L y AIA 0.5 mg/L con
un incremento del tamano de los explantes, el vigor y la tasa de multiplicacién
a 3.0 y una dltura promedio de 4.2 ¢m, con subcuitivo cada 20 dias (Fig. 2b,
Cuadro 3). De esta forma, para la multiplicacién de brotes de H. bihai cv.
Lobster Salmdn a partir de meristemo floral, son necesarias 8 semanas en un
medio de cultivo adicionado con é mg/L de BAP con un posterior cambio a una
concentracion mucho menor de BAP (2 mg/L) vy la adicién de 0.5 mg/L de AlA,
con el fin de promover el crecimiento de los brotes, asi como de disminuir el
resgo de una intoxicacion de estos provocada por los altos niveles exdgenos de
citoguinina en el inicio de la fase de multiplicaciéon, Estas combinaciones
auxina-citoquinina son igualmente relacicnadas por Talukdar (2002) los cuales
hacen referencia a la obtenciéon de la mayor tasa de mulliplicacién cuando los
explantes de H. psittacorum se transfiieron a medio con AIA 0.25 mg/L y BAP 2.0
mg/L.

Isaza-Valencia (2004) reporta que en heliconias con el uso de 4 y 5 mg/L de BAP
no se observd respuesta favorable de los explantes en cuanto a crecimiento y
produccidn de brotes, pero con 2 mg/L de esta hormona y 0.25 mg/L de AlA, la
respuesta es completamente diferente, produciéndose crecimiento de entre 4y
5 cm vy tasas de multiplicacidén de hasta 2.5, Ulisses et al {2010} afirman que el
mayor numero de brotes observado en H. bihai cv. Lobster Claw Two se da con
BAP 2.5 mg/L, MS a la mitad de concentracion.

Cuadro 3. Comportamiento de explantes de H. bihai cv. Lobster salmén en
diferentes concentraciones hormonales en fase de multiplicacién

Concentracion Tasa de Altura promedio
hormonal {(mg/L) mulliplicacién de los brotes {(cm)
BAP 0.5 1 3.8
BAP 1.5 ] 3.8
BAP 2.5 ] 3.4
BAP 3.5 ] 3.0
BAP 4.5 1 3.1
BAP 6 2 0.9
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Las plantulas de H. bihai cv. Lobster Salmdn, desarrollaron una respuesta rdpida
en cuanto a formacidn y crecimiento de raiz con 1.3 mg/L de AIA (Fig. 3a),
similar a lo reportado por Cockburn {1996) guien obtuvo enraizamiento in vitro
de H. psittacorum Var Golden Torch con 1 mg/L de AlA. Bora (2003} logrd una
alta tasa de enraizamiento (85%) utilizando medio MS suplementado con 0.75
mg/L de AIA, aunque Ulisses et al (2010) lograron la mayor tasa de
enraizamiento de H. bihai cv. Lobster Claw Two sin la adicién de hormonas al
medio. Rodrigues et al (2005) sugieren omitir la fase de enraizamiento in vitro
para la aclimatacidon en vivero de plantulas de H. bihai cv. Lobster Claw |,
debido a que las raices pre-existentes no eran funcionales en vivero. En nuestro
caso, las pldntulas gque habian desarrollado raices en el laboratorio presentaron
una respuesta mas favorable en cuanto a crecimiento y generacién de hojas
que aquellas que fueron sembradas en el sustrato sin presentar raices. En esta
investigacién no se logré formacién de raices con 0.7 mg/L de la misma
hormona, ni con 1 mg/L de AIB.

Numerosos autores afirman que la fase de vivero es uno de los pasos mds
criticos en un protocolo de propagacion in vitro, sin embargo, la experiencia
con este material nos muestra que un primer paso con las pltantulas de
heliconias cubiertas con plastico por alrededor de 2 semanas (Fig. 2b), es
esencial para el éxito en vivero, obteniendo una tasa de supervivencia de 92% v
registrando un crecimiento de un centimetro promedio por semana y formacién
de hojas cada 10-13 dias (Fig. 3c), logrando un desarrollo éptimo alrededor de
la 5-6 semana de aclimatacidn en vivero (Fig. 3d}. Por Ultimo el sustrato arena -
Forzamix® en proporcion 1:1 utilizado en la aclimataciéon en vivero de las
heliconias producidas en esta investigacién no muestra resultados diferentes
estadisticamente significativos a los encontrados con la proporcidn 3:1, es por
esto que esta ullima combinaciéon fue adoptada para el endurecimiento en la
fase de vivero,

Conclusiones

-Para el desarrollo de un protocolo de propagacion masiva, las yemas florales
de H. bihai cv. Lobster Salmén y Heliconia orthotricha cv. Arco iris responden a
una combinaciéon de 2mg/L de BAP y I mg/L de AlA obteniendo resultados a la
6-8 semana de establecimiento.

-El uso de meristemos florales como explante, requiere un estimulo continuo vy
prolongado de hormonas para lograr la misma respuesta morfogénica que se
obtiene a tfravés de rizomas y es un proceso que demanda mayor tiempo en la
fase de establecimiento.
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-Una tasa de multiplicacién de 3 de H. bihai cv. Lobster Salmon y Heliconia
orthotricha cv. Arco iris se logra después de un paso de seis semanas en un
medio con 6 mg/L de BAP y cuatro semanas en un medio con 2mg/L de BAP y
0.5mg/L de AlA.

-El enraizamiento de pidntulas de H. bihai cv. Lobster Saimén fue obtenido
utilizando 1.3 mg/L de AIA y el enraizamiento de Heliconia orthotricha cv. Arco
irs fue obtenida utilizando 2.0 mg/L de AlA.

-Para lo aclimatacién de de H. bihai cv. Lobster Salmén y Heliconia orthotricha
cv. Arco irs el sustratc arena - Forzamix® en proporciéon 3:1 se adoptd
exitosamente para el endurecimiento de las plantulas en la fase de vivero, con
una tasa de supervivencia de 92% y un crecimiento de un centimetro promedio
por semana y formacion de hojas cada 10-13 dias.

Referencias

1. Bora-Paswan L. 2003. Journal of Ornamental Horticulture (New Series), Vol.
6, No. 1, pp.11-15A

2. Castro C E F;, Graziano T T. 1997. Espécies do género Heliconia
(Heliconiaceae) no Brasil. Revista Brasileira de Horticultura Ornamental, v.3, p.15-
28.

3. Cockburn B V. 1996. Studies on the In vitro Propagation of Heliconia sp.
Thesis (M.phil}.1996. Dep. of Plant Science.

4, Goh C J, Nathan M J, Kumar P P. 1995. Direct organogenesis and
induction of morphogenic callus through thin section culture of Heliconia
psittacorum. Scientia- Horticulturae {Netherlands).

S. Isaza-Valencia L. 2004. Desarrollo de un protocolo de propagacién in vitro
de heliconias.Informe final Joven investigador Colciencias. Universidad
Tecnoldgica de Pereira -Facultad de Ciencias Ambientales — Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal.

6. Jerez E. 2007. El cultivo de las heliconias, Cultivos Tropicales. Vol 28 N° 1 p
29-35
7. Marulanda M L y Isaza L. 2004. Establecimiento In Vitro De Heliconias Con

Fines De Produccidn Masiva. Scientia et Technica Afo X, No 26.

8. Murashige T. y Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and
bicassays with tabacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-497.

9. Nakano, Vania Ayaka. 2008. Micropropagacdo de espécies de heliconia,
caracterizagdo morfoldgica e identificagcdo molecular de  bactérias
contaminantes. Dissertagcdo (Mestrado - Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias. Area de Concentracdo: Biologia na Agricultura e no Ambiente) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo.81 p

Acreditada Institucionalmente de Alta Calidad por ¢l Ministerio de Educacién Nacional
Certificada por Bureau Veritas en Gestidn de 1a Calidad ISO 9001:2008 - Gestién Pablica NTC GP 1000:2009

/s

NIT: 891.480.035-9 - Apartado Aéreo: 097 - Tel. Conmutador: (57) (6) 313 7300 - Fax: 321 3206 - Portal web: www.utp.edu.co - Pereira (Risaralda) Colombia



76

/ 2\ Universidad
E Tecnologica
N2/ de Pereira

S Nathan M J, Goh C J, Kumar P P. 1992. In vitro propagation of Heliconia
psittacorum by bud culture. HortScience. 27 (5): 450 — 452.

11.  Rodrigues PHV; Pereira Lima AML; Ambrosano GMB; Dutra MFB. 2005.
Acclimatization Of Micropropagated Heliconia bihai (Heliconiaceae) Plants. Sci.
Agric. (Piracicaba, Braz.}, v.62, n.3, p.299-301, May/June.
12. Rodrigues. PHVY. 2005. In vilro Establishment Of Heliconia rauliniana
(Heliconiaceae). Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.), v.62, n.1, p.69-71, Jan./Feb.

13.  Rodrigues PHV. 2008. Somaclonal Variation In Micropropagated Heliconia
bihai Cv. Lobster Claw | Plantleis (Heliconiaceae). Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.),
v.65, n.é, p.681- 684,

14.  Santos MRA, Timbd ALO, Carvalho ACPP, Jmorais JPS. 2006. Estudo de
adubos e substratos  orgdnicos no  desenvolvimento de  mudas
micropropagadas de helicdnia, Horticultura Brasileira 24; 273-278

15.  Sosa - Rodriguez F M. 2004. Propagacién In Vitro De Heliconia standleyi
Maclbride. Tesis En Opcidn Al Titulo Académico De Master En Ciencias Agricolas.
Universidad Agraria de La Habana "Fructuoso Rodriguez Pérez”. Cienfuegos -

Cuba.

16. Talukdar M, Lalinawmi Singh, S. 2002. In Vilro propagation of Heliconia.
. Journal of Ornamental Horticulture {New Series). Vol. 5, No. 1, pp. 45-46

17.  Ulisses C Melo-de-Pinna

G, Willadino L, Cavalcanti de Albuguerque C e Terezinha Rangel Camara T.
2010. In Vitro Propagation of Heliconia bihai (L.} L. from Zygotic Embryos. Acta
bot. bras. 24(1): 184-192. -

18.  Urrea A | y Atehortda L. 1994. Propagacion “in Vifro" de algunas especies
siivestres del género Heliconia del Departamento de Antioquia. En: Memorias
del | Congreso Nacional sobre Biodiversidad. Cali, Colombia

Acreditada Institucionalmente de Alta Calidad por el Ministerio de Educacién Nacionsal
Certificada por Bureau Veritas en Gestién de 1a Calidad 1SO 9001:2008 - Gestién Pablica NTC GP 1600:2009
NIT: 891.480.035-9 - Apartado Aéreo: 097 - Tel. Conmutedor: (57) (6) 313 7300 - Fax: 321 3206 - Portal web: www.utp.edu.co - Percira (Risaralda) Colornbia



Universidad 12
Tecnologlca
de Pereira

4.
'E'
£
&

o

REIVINDICACIONES

1. Método para la propagacién in vitro de Heliconia bihai {L} cv. Lobster
Salmon y Heliconia orthotricha cv. Arco Iris, caracterizada por comprender

las etapas de:

Seleccidon de los meristemos florales

Desinfecciéon de los meristemos florales

Establecimiento de los meristemos florales

Multiplicacion in vitro de plantulas

Enraizamiento de plantulas

Aclimatacién in vitro de plantulas

2. Método conforme a la reivindicaciéon 1 caracterizado porque para la
seleccion de los meristemos florales se utilizan inflorescencias con el nimero

menor de bracteas circinales abiertas.

. 3. Método conforme a la reivindicacidon 1 caracterizado porque para la
desinfeccion de los meristemos florales se realiza un enjuague previo con
agua y detergente comercial mas una desinfeccidn por inmersidbn en
alcohol efilico al 70% durante 5 minutos seguido de una sclucién comercial
de NaClO a! 1% durante 20 minutos.
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Método conforme a la reivindicacion 1 caracterizado porque para las

etapas de establecimiento, multiplicacion y enrazamiento de los explantes
se utiliza un medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con Phytagel (2.7 g L-1};
vitaminas {Morel y Wetmore, 1951) y sacarosa {30.0 g L-1).

5. Método conforme a la reivindicacién 1 y 4 caracterizado porque en la fase
de establecimiento de los meristemos florales el medio MS es suplementado
con 2 mg/L de BAP, AIA1 mg/Ly 0.1 g/L de L-cisteina.

6. Método conforme a la reivindicacién 1y 4 caracterizado porgque en la fase

de multiplicacion in vitro se utiliza medio MS suplementado con 6 mg/L de
. BAP vy luego de 8 semanas los exptantes se cultivan en un medio MS
conteniendo 2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AlA,

7. Metodo conforme a la reivindicacién 1 y 4 caracterizado porque el
enraizamiento de las pldntulas de Heliconia bihai (L) cv. Lobster Salmon, se

desarrolla en un medio MS suplementado con 1.3 mg/L de AlA.

8. Método conforme a la reivindicacion 1y 4  caracterizado porque el
enraizamiento de las pldntulas de Heliconia orthotricha cv. Arco Iris, se

desarrolla en un medio MS suplementado con 2.0 mg/L de AlA.

. 9. Meétodo conforme a la reivindicacion 1 caracterizado porque para la
aclimatacion ex vitro, las plantulas se siembran en bandejas de
polipropileno de 50 alvéolos, utilizando como sustrato arena (previamente
esterilizada en autoclave a 121° C durante 35 minutos) y el sustrato

comercial Forzamix® en proporciones 1:1 y 3:1.
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7 Método conforme a las reivindicaciones 1 y 9 caracterizado porque al

sustrato se adiciona trichoderma y micorriza.
11. Método conforme a las reivindicaciones 1 y 9 caracterizado porque Ias

plantfulas se mantienen en cubiertas de pldstico transparente las primeras

cuatro semanas para prevenir la deshidratacion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS — APOYO A REIVINDICACIONES

Figura. 1. Establecimiento de H. bihai cv. Lobster saimén, a. inflorescencia. b.
Yema floral a las é semanas de establecimiento. ¢. Explante a las 7 semanas de

establecimiento. d. Aparicidn de brotes definidos a las 9 semanas de
establecimiento,
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g ura 2. Mulliplicacion de explantes y produccion de brotes en H. bihai cv.
Lobster Salmén a. Multiplicacion utilizando 6 mg/L de BAP. b. Mulliplicacién
utilizando 2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AIA

Figura. 3. Fases de enrgizamiento y vivero de H. bihai cv. Lobster salmén a.
Formacidn de raices en pldntulas de Heliconia con 2 semanas de aclimatacion
en vivero. b. Plédntulas de heliconia en bandejas de polipropileno. ¢. Plantulas

de heliconia a raiz desnuda. d. Pldntulas de heliconia en bolsa con 5 semanas
de aclimatacién en vivero.
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ANEXO PETITORIO
(FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE)

Por ser insuficiente el espacio del Formulario Unico de Solicitud de Patente en su
numeral (2) se anexan los nombres de los restantes solicitantes de la Patente
“PROPAGACION IN VITRO DE Heliconia bihai (L.} cv. Lobster Salmon Y Heliconia
orthotricha cv. Arco iris "

(2) Solicitantes:

MARTA LEONOR MARULANDA A. LILIANA ISAZA VALENCIA
C.C. 42.060.623 C.C. 42.124.985
LUIS GONZAGA GUTIERREZ L. Y

C.C. 10.110.932

LUIS ENRIQUE ARANGO JIMENEZ
C.C. 10.059.486
En representacion de la Universidad Tecnoldgica de Pereira, en su calidad de

Representante Legal.

Las direcciones de nofificacion de los docentes inventores, es la Universidad
Tecnologica de Pereira, sector La Julita, bloque A, oficina 316 Pereira -

Risaralda.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUST] RIAY COMERCIO
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48344- -00000-0000

Industria v Comerc Fecha: 201 1_ 1‘1 (}2 10:26:00  Dep. 2020 DIR.NUEVASGR REACIOMES

SUPERINTENDENC

fra.2 PATENTES Eve: 1 REGDERPOSITO

Act. 411 PRESENTACION Folios: 21

PATENTE DE INVENCION a MODELO DE UTILIDAD [ | Art 33 Decision 486/00

XX

fndicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de I3 persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuentn)
Completa D ‘Incompleta I:‘

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELQ DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

HERNEN

Indicacién gue se solicita una PCT

Copia de la soficitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente {capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Cibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

Completa I:] Incompleta I:]

DISENQ INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)

L]
[]

[]
L]

Indicacidn que se solicita Disefio industrial

Dalos de identificacion del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefia industrial o muestra del material que incorpora el
disefic

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta l:l

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

NN

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién def solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

F102-F08 (2009-11-18)



