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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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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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