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RESUMEN

La propagacion de Heliconia sp. en Cuba esta concebida mediante la aplicacion de los métodos tradicionales,
los cuales se basan fundamentalmente en la siembra o plantacion de rizomas. Contar con un protocolo para
su cultivo in vitro permitiria incrementar la produccion y la calidad de las plantas obtenidas. El objetivo de este
trabajo fue establecer un protocolo para la propagacion in vitro de H. standleyi. Se realizaron experimentos en
cada una de las fases desde el establecimiento hasta la aclimatizacion. Se logré la propagacion in vitro de H.
standleyi. Para el establecimiento in vitro se emple6 NaOCI al 2% y el tiempo de desinfeccion (20 min), asi
como el estado liquido del medio de cultivo para la fase de establecimiento. Al emplear 2.0 mg.I"' 6-BAP y 0.65
mg.I"" AlA, en la fase de multiplicacion con medio de cultivo semisélido, se logré obtener un coeficiente de
multiplicacién de 4.6. Se demostré que los explantes deben ser mayores de 3.0 cm para pasar a la fase de
enraizamiento. Uno de los factores determinantes en la fase de aclimatizacién para lograr plantas con mayor
supervivencia fue la altura inicial de los explantes (mayores de 5.0 cm) para poder enviarse al campo posterior
a los 45 dias de cultivo.
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ABSTRACT

The propagation of Heliconia sp. in Cuba is conceived by applying traditional methods, which are mainly
based on sowing or planting rhizomes. Having a protocol for the in vitro culture would increase the yield and
quality of the plants obtained. The aim of this study was to establish a protocol for in vitro propagation of H.
standleyi. Experiments were conducted in each of the stages from establishment to acclimatization. The in
vitro propagation of H. standleyi was achieved. For in vitro establishment, 2% of sodium hypochlorite, 20 min
of disinfection and liquid culture medium were used. When using 2.0 mg.I"" 6-BAP and 0.65 mg.I'" IAA, in the
multiplication stage in semisolid culture medium, a 4.6 multiplication coefficient was obtained. It was
demonstrated that explants should be higher than 3.0 cm to be transferred to rooting stage. A determining
factor in the acclimatization stage to achieve a greater plant survival was the initial height of the explants
(higher than 5.0 cm) to be sent to field after 45 days of culture.
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INTRODUCCION

La funcién basica de la horticultura ornamental radica
en la satisfaccion de las necesidades estéticas del
hombre. Hoy esta se considera uno de los negocios
mas atractivos ya que puede proporcionar elevados
ingresos por unidad de superficie (Borris, 1995).

Durante las décadas recientes ha habido un gran
aumento en la cantidad de cultivos de flores de corte,
y en las diversas maneras de producirlas. Un ejemplo
de estos cultivos lo constituye Heliconia sp.

En Cuba, el volumen y la calidad de la produccion
se ha venido mejorando desde el afio 1967 y dentro
de la diversidad de flores que se producen y se
comercializan en el pais las heliconias ocupan un
lugar importante pues sus bracteas son muy
llamativas por sus vibrantes colores y las inusitadas
formas de las diferentes especies y selecciones, lo

que hace populares a estas plantas. Sin embargo, los
volumenes de produccion que se logran no satisfacen
las demandas cada vez mas crecientes del mercado.

La propagacion de Heliconia sp. en Cuba esta
concebida mediante la aplicacion de los métodos
tradicionales, los cuales se basan fundamentalmente
en la siembra o plantacion de rizomas.

Por otro lado, la propagacion agamica por division
aunque garantiza al cultivador la homogeneidad de
las plantas producidas y por lo tanto un crecimiento,
floracién y calidad uniforme; no garantiza los
volumenes necesarios de plantas para la plantacion
de las areas dedicadas a este cultivo. No obstante,
es el método mas utilizado. La propagacion in vitro
de esta especie ha sido escasamente abordada por
lo que se encuentran muy pocos trabajos realizados
con esta tematica en la literatura cientifica (Divo et
al., 1994; Olivera, 2000).
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Las ventajas de este método, entre otras, radican
en que permite obtener gran nimero de plantas en
un periodo de tiempo relativamente corto, se logra
una alta homogeneidad en las caracteristicas
fenotipicas y genéticas de la plantacion (Krikorian,
1991), se elimina la mayoria de los patégenos que
afectan el cultivo en las condiciones naturales
(Madriz et al., 1989) y el rejuvenecimiento
fisiologico del material vegetal por el efecto del
cultivo de tejidos incrementa la calidad de las flores
(Maciel, 1999). Contar con un protocolo para el
cultivo in vitro permitiria incrementar la produccion
y la calidad de las plantas obtenidas. El objetivo
de este fue establecer un protocolo para la
propagacion in vitro de H. standleyi.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron rizomas de H. standleyi de plantas
donantes de la Biofabrica de Villa Clara. Estos
fueron sembrados en macetas con un sustrato
formado por una mezcla de suelo (60%), estiércol
vacuno con dos afios de descomposicion (30%) y
zeolita (10%), la cual fue desinfectada con vapor
durante 30 minutos. Se realizaron aspersiones
con una frecuencia semanal de fungicidas (Zineb
75% PH, Oxicloruro de cobre 50% PH, Maneb
80%) en dosis de 5 g.I"" durante 30 dias antes del
establecimiento in vitro.

Para los experimentos realizados en la fase de
multiplicacion y en la fase de enraizamiento, el
material vegetal utilizado se encontraba en el tercer
subcultivo.

Todos los experimentos realizados in vitro fueron
incubados en camaras con luz solar y los
explantes fueron sometidos a una densidad de flujo
fotosintético de 50.0 — 62.5 ymol m=2. s', 26+ 2°C
y 11 horas luz por dia.

La aclimatizacion de las plantas se realizé en
contenedores de polieturano de 70 alvéolos con
una capacidad de 132 cm? cada uno. El riego se
efectudé mediante la técnica de riego localizado con
microaspersor aéreo con una frecuencia de tres
riegos en los primeros 15 dias y dos en los
restantes, con una duracion de tres a cinco
minutos. Las plantas crecieron en condiciones de
luminosidad reducida al 70% mediante una malla
plastica de sombreo (zaran) y rafia plastificada en
la parte superior.

Procesamiento estadistico de los datos

En la totalidad de los experimentos se aplicoé un
disefio totalmente al azar, para la lectura y la
evaluacion de las variables, por considerarse
homogéneas las condiciones del cultivo dentro de
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las camaras de crecimiento y como unica fuente
de variacion los tratamientos. El procesamiento
estadistico de los datos en las diferentes variables
y fases experimentales consistié en el andlisis de
varianza de clasificacion simple y unifactorial
segun los casos de variables continuas, previa
comprobacién de los supuestos de homogeneidad
de varianza y normalidad. La comparacion entre
tratamientos se efectué segun ANOVA por la
docima de Duncan y de dos tratamientos segun
la LSD. El numero de réplicas utilizadas en cada
experimento in vitro fue de quince frascos y para
el area de aclimatizacién fue de veinticinco
plantas. Todos los andlisis estadisticos se
efectuaron en el programa SPSS (2006).

Desinfeccién y establecimiento in vitro

Para la desinfeccion del material vegetal este se
sometid a la accion de desinfectantes y se redujo
a su tamafio final, siguiendo los pasos siguientes:

- Corte de los brotes hasta aproximadamente de
3.0 cm. de pseudotalloy 1.0 cm de rizoma. Lavado
con abundante aguay cepillo.

- Lavado con detergente al 1% durante cinco
minutos y enjuague con abundante agua.

- Inmersion de los brotes en una solucion de
hipoclorito de sodio (NaOCI) y enjuague con agua
estéril, tres veces. Se conservaron en agua hasta
la siembra. En este paso se determiné el efecto
de tres concentraciones del desinfectante (1.0, 2.0
y 3.0%) sobre el establecimiento in vitro de los
brotes.

- Posteriormente, en condiciones asépticas se
redujo el tamano de los explantes hasta 0.5-0.8
mm. Estos incluian el meristemo apical con uno o
dos primordios foliares.

- Establecimiento in vitro en medio de cultivo liquido
con soporte de papel de filtro. El medio de cultivo
incluy6 las sales MS (Murashige y Skoog, 1962),
20 g.I"" de sacarosa, 0.5 mg.I'" de tiamina y 2.0
mg.I"' de 6-bencilaminopurina (6-BAP).

Se realizaron observaciones semanales hasta 40
dias después del establecimiento. Se cuantificaron
los explantes con presencia de contaminantes
microbianos y se determind la calidad de la
brotacion segun Isaza (2004).

Efecto del estado fisico del medio de cultivo

Se probd la influencia del estado fisico del medio
semisolido y liquido con soporte de papel de filtro,
en el establecimiento in vitro. Se realizaron
evaluaciones semanales hasta los 30 dias y como
criterio de evaluacién se tuvieron en cuenta el
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numero de explantes contaminados con
microorganismos, de color verde y muerto. El
medio de cultivo utilizado fue el mismo descrito
anteriormente.

Multiplicacion
Efecto de 6-BAP y AIA

Partiendo de la composicién de distintos medios
de cultivo recomendados para la multiplicacion de
otras plantas se determin¢ el efecto del 6-BAP y
el acido indol acético (AlA) en la multiplicacién de
H. standleyi. De cada regulador del crecimiento
se emplearon tres concentraciones que se
combinaron para formar 12 tratamientos (Tabla 1).

Se realizaron evaluaciones semanales hasta 30
dias para el conteo de brotes, altura (cm),
coeficiente de multiplicacion y nimero de hojas
por explante con el objetivo de seleccionar las
mejores combinaciones de reguladores del
crecimiento para la multiplicacidon de esta especie.

El coeficiente de multiplicacién se calculé como:

CM = Numero de explantes obtenidos en el frasco de cultivo
Numero de explantes adicionados al frasco de cultivo

Efecto del estado fisico del medio de cultivo

Se determind el efecto del estado fisico del medio
de cultivo (liquido y semisélido) sobre la
multiplicacion de los explantes y su crecimiento.

El medio de cultivo utilizado fue el MS modificado
por Zarraga y Granada (1990), con 30 g de
sacarosa, 1.0 mg.I'" de tiamina, 3.0 mg.I"" de 6-
BAP vy 4 g.I'" de agar.
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En las tres evaluaciones realizadas en intervalos
de 21 dias se midi¢ la altura de la planta (cm) y se
cuantificod el numero de hojas y brotes por explante.
Ademas, se calculd el coeficiente de
multiplicacion.

Influencia del manejo de los explantes

Con el objetivo de incrementar el coeficiente de
multiplicacion y el crecimiento de los explantes
en esta fase de multiplicacién se determiné la
influencia de tres tipos de manejo.

Se tomaron plantas in vitro de altura uniforme
que habian sido subcultivadas tres veces en
medio de cultivo semisdlido. Se tomaron explantes
mayores de 1.0 cm y se establecieron tres
grupos:

e NO se seccionaron,

e corte del 50% de las hojas

e corte del 75% de las hojas

Alos 21 dias se evaluaron las siguientes variables:
altura (cm), numero de hojas, nimero de brotes y
coeficiente de multiplicacion.

Enraizamiento

Para la fase de enraizamiento se siguieron los
criterios establecidos por Villalobos (1982) para
crisantemo (Chrysanthemum).

Efecto del manejo y el estado fisico del medio de cultivo

El objetivo del experimento fue evaluar el manejo de
los explantes combinados con el estado fisico del medio
de cultivo (Tabla 2) y para ello se transfirieron plantas
in vitro procedentes de la fase de multiplicacion con
tres subcultivos.

Tabla 1. Tratamientos para evaluar el efecto de dos reguladores del crecimiento en la multiplicacién in vitro de H.

standleyi.

Tratamientos

Concentracion (mg.T")

6BAP

AlA

-

A A A
M_\OCOOO\JOU'IA(.OI\)

W W W NN DN-_22 2~ OO0 o

0
0.65
1.3
0
0.65
1.3
0
0.65
1.3
0
0.65
1.3
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Tabla 2. Tratamientos para evaluar el efecto del manejo de explantes y el estado fisico del medio de cultivo en la

fase de enraizamiento de H. standleyi.

Tratamientos

Tipo de explante

Estado fisico del medio de

cultivo
1 Explantes entre 1.0 — 2.9 cm individualizados semisdlido
2 Explantes entre 1.0 — 2.9 cm individualizados liquido
3 Explantes mayores de 3.0 cm individualizados semisoélido
4 Explantes mayores de 3.0 cm individualizados liquido
5 Explantes sin individualizar Semisélido semisdlido
6 Explantes sin individualizar liquido

Tabla 3. Efecto de la concentracion y tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio sobre el establecimiento in vitro

de Heliconia standleyi Macbride.

Trat. NaOCI Tiempo de Contaminacién Necrosis Brotacion

(%) exposicion (min) microbiana (%)* (%) (%)

1 1 10 2115¢ 0.26 a 784 b

2 1 20 20.7¢c 1.74 a 76.7b

3 1 30 147 b 3.09 b 74.3 bc

4 2 10 125 b 2.16 a 798 b

5 2 20 7.2a 272 a 89.6 a

6 2 30 7.2a 496 b 873 a

7 3 10 75a 10.28¢ 80.5 ab

8 3 20 4.75 a 14.51d 787b

9 3 30 415a 2534e 702 c
ES () 1.53 0.61 257
CV (%) 16.42 14.86 1257

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segun la prueba de Duncan para p< 0.05.

El medio de cultivo estuvo compuesto por sales MS,
1.0 mg.I"" de tiamina, 100 mg.I"" de mio-inositol, 1.3
mg.l"" de AlA'y 4% de sacarosa.

Las evaluaciones se realizaron a los 21 dias y las
variables evaluadas fueron: altura de la planta (cm),
numero de hojas por planta, numero de raices por
planta, nimero de plantas vivas (supervivencia, %).

Aclimatizaciéon

Para analizar la influencia de la altura de las plantas
procedentes de la fase de enraizamiento in vitro sobre la
aclimatizacion, se desarrollé el siguiente experimento. Se
emplearon plantas in vitro mayores de 5 cm, plantas de
3-5 cmy plantas menores de 3 cm.

Alos 30, 45y 60 dias después de la siembra se midié
la altura de la planta (cm) y se cuantifico el numero de
hojas por planta y el nUmero de plantas vivas.
RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion y establecimiento in vitro

Se logré el establecimiento in vitro de rizomas de H.
standleyi. El hipoclorito de sodio en concentraciones

del 2% (20 y 30 min de exposicién) y al 3% (10 min)
permitio reducir significativamente la presencia de
contaminantes microbianos y obtener los mayores
porcentajes de brotacion (Tabla 3).

Las afectaciones por necrosis se incrementaron
significativamente a partir del tratamiento con 2.0%
y 20 min.

El hipoclorito de sodio es uno de los desinfectantes
mas frecuentemente utilizados para el tratamiento
de los explantes en la fase de establecimiento
(Enjalric et al., 1998). En trabajos realizados en
otras especies de heliconias que fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio se
obtuvieron resultados muy similares (2% de
hipoclorito de sodio durante 10 minutos) (Isaza,
2004).

Como es conocido la presencia de
microorganismos contaminantes, hongos y
bacterias es uno de los principales problemas
durante el establecimiento in vitro, sobre todo de
plantas adultas y cultivadas directamente en
campo (Ramirez y Salazar, 1997; Ramirez et al.,
1999).
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Efecto del estado fisico del medio de cultivo

El estado fisico del medio de cultivo no tuvo efecto
sobre las variables contaminacién microbiana,
mortalidad ni brotacion, sin embargo, afecto
significativamente la longitud del tallo (Tabla 4).

En los medios de cultivo liquidos es mas facil la
absorcién de los nutrientes, hay una oxigenacion
constante y mejor intercambio gaseoso (Grapin,
1998). El medio de cultivo liquido permite diluir con
mayor facilidad los metabolitos toxicos que afectan
el desarrollo de los explantes. George (1999) expresa
que al cultivar brotes de araceas como Syngonium
podophyllum y Scindaysui aureur, solo en el caso de
esta ultima hubo una respuesta al medio de cultivo
semisolido.

Multiplicacion
Efecto de 6-BAP y AIA
Se comprobd que la adicion de 6-BAP y AlA al medio

de cultivo tuvo influencia significativa sobre las
variables evaluadas (Tabla 5). Los mejores

a7

tratamientos fueron el ochoy el nueve, dado que el
6-BAP en ausencia de AIA muestra, en sentido
general, indicadores inferiores en los tratamientos
1,4, 7y 10 para todas las variables, lo que ratifica la
necesidad del balance auxina-citoquinina.

Se lograron buenos resultados cuando se combinaron
en el medio de cultivo 2.0 mg.I"" de 6-BAP + 0.65—
1.3 mg.I"" de AlA en todas las variables analizadas,
siendo los mejores tratamientos el ocho y el nueve.
Machado (2002) y Olivera et al. (2000) sefalan que
el uso del 6-BAP incrementé el nimero de brotes en
Gerbera sp. cuando se emplearon concentraciones
entre 1.0 y 2.0 mg.I"", mientras que en Heliconia,
Isaza (2004) obtuvo resultados similares al utilizar
2.0 mg.I" de 6-BAP y 0.01 g.I'" de AIB.

Efecto del estado fisico del medio de cultivo

Las plantas subcultivadas en medios de cultivo
semisolidos mostraron valores significativamente
superiores para todas las variables evaluadas (Tabla
6). El sostén o soporte dado a los explantes por el
agar es importante para el crecimiento in vitro
(Kaetha et al., 1996).

Tabla 4. Efecto del estado fisico del medio de cultivo sobre el establecimiento in vitro de Heliconia standleyi Macbride.

Tratamiento Mediode cultivo Contaminacién  Mortalidad Brotacion Longitud del
microbiana (%) (%) (%) tallo (cm)
1 Liquido con 6.95 a 234 a 88.2 a 3.8a
soporte de papel
2 Semisdlido 712 a 209 a 89.5 a 29b
ES () 0.83 00.22 1.06 0.27
CV (%) 11.25 70.64 12.38 9.41

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segin LSD para p< 0.05.

Tabla 5. Influencia de las combinaciones de reguladores del crecimiento en la fase de multiplicacion de Heliconia

standleyi Macbride.

Trat. 6-BAP AlA Altura No.de No.de Coef. de
(mgl™) mg.l” (cm) hojas brotes multiplicacién
1 0 0 21e 3.2¢ 13e 09e
2 0 0.65 2.8d 36b 29cd 1.8d
3 0 1.3 32c 3.4 bc 26d 1.7d
4 1 0 2.8d 33c 39b 2.3cd
5 1 0.65 3.3bc 3.2c 43b 3.6b
6 1 1.3 32c 3.3c 4.0bc 3.7b
7 2 0 34bc 3.6b 43b 3.5bc
8 2 0.65 48a 42a 50a 45a
9 2 1.3 45 ab 45ab 49a 46a
10 3 0 3.3bc 3.5bc 38c 3.5bc
11 3 0.65 36b 36b 40bc 3.7b
12 3 13 3.8b 3.4bc 36¢c 3.0c
ES (1) 0.21 0.15 0.18 1.1

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segin la prueba de Duncan para p< 0.05.
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Tabla 6. Efecto del estado fisico del medio de cultivo en la multiplicacion de H. standley.

Tratamientos Altura (cm) No.de hojas  No.debrotes Coeficiente de
multiplicacion
Estado liquido 38b 3.2b 3.5b 30b
Estado semisdlido 50a 43a 4.7a 45a
ES(+) 0.11 0.14 0.13 0.12

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segun la prueba de Duncan para p< 0.05.

Tabla 7. Comportamiento del manejo de los explantes en la fase de multiplicacion de H. standley.

Tratamientos Altura (cm) No. de No. de Coeficiente de
hojas brotes multiplicacion

1-(Explantes >1.0 cm) 38a 43a 36a 34a

2-(Explantes > 1.0 cm y con 31b 3.5b 25b 21b

corte 50% follaje)

3-(Explantes > 1.0 cm y con 20c 3.0c 23b 20b

corte 75% follaje)

ES(+) 0.2 0.1 0.1 0.1

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segin la prueba de Duncan para p< 0.05.

Segun Grapin (1998) hay un efecto negativo de los
medios de cultivo liquidos en condiciones estaticas.
Similares resultados han sido observados por otros
autores como Orellana (1998b) en platanos y
bananos, y Agramonte et al. (1998) en Solanum
tuberosum L. Mientras, Bomman y Vogelman (1998)
y Kordan (1999) refieren que para optimizar algunas
de las fases de la micropropagacion o solucionar
problemas que pueden surgir en el transcurso del
cultivo, es factible emplear el medio de cultivo
semisolido.

Influencia del manejo de los explantes

El manejo influyé en el comportamiento de las
plantas in vitro en la fase de multiplicacién. Cuando
se individualizaron los explantes mayores de 1.0 cm
se elevaron los coeficientes de multiplicacién
respecto a otros tratamientos (Tabla 7). Martinez
(1995) demostro que no es preciso eliminar follaje
de las plantas in vitro para estimular la brotacion.

Enraizamiento

Efecto del manejo y el estado fisico del medio de
cultivo

Se pudo determiné que los explantes deben ser
mayores de 3.0 cm y que estado fisico del medio de
cultivo tuvo una influencia menor sin afectar la calidad
del explante (Tabla 8). Resultados equivalentes han
sido obtenidos por Martinez (1995) en la
micropropagacion de platanos y bananos (Musa spp.).

Cuando se usaron explantes menores de 3.0 cmy
sin individualizar, tanto en medio de cultivo liquido
como semisolido, fue baja la superviviencia, lo que

indica que la calidad del explante es determinante
en esta fase, siempre que se usen medios de
cultivo semisolidos o liquidos para obtener mayor
calidad de la planta. Este efecto favorable durante
el enraizamiento ha sido mencionado por Grout y
Millan (1985) y Wainwright y Scrace (1998) en
Gerbera, los que tuvieron en cuenta el tamafio de
los explantes al ser subcultivados a medios de
cultivo de enraizamiento, lo que permite una mejor
planificacién de la produccion ya que se obtienen
plantas in vitro con una mayor homogeneidad en
tamafo y numero de raices, las que tienen mejores
condiciones cuando se establecen en
invernaderos.

Aclimatizacién

Los resultados indicaron que la altura de las plantas
al final de la fase de enraizamiento influye en la
aclimatizacion. Las plantas mayores de 3cm fueron
significativamente superiores a las menores de 3 cm.

Se observo un incremento en la altura de las plantas
a 30, 45y 60 dias. El numero de hojas por dia fue
incrementandose, pero sin diferencia entre los
tratamientos dos y tres a los 30 dias y tampoco entre
el uno y el dos a los 60 dias. En la supervivencia,
altura de la planta y numero de hojas, los mejores
resultados fueron para las plantas cuando tenian mas
de 5 cm (Tabla 9).

Segun Pérez et al. (2001) en el cultivo de ginger
(Alpinia purpurata L.) el tamario de la planta in vitro
al ser transferida al area del invernadero es
directamente proporcional al porcentaje de
supervivencia y al tiempo de estancia en el
invernadero.
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Tabla 8. Comportamiento del manejo de los explantes y el estado fisico del medio de cultivo en la fase de

enraizamiento de H. standley.

Tratamientos Altura (cm) No. de hojas No. deraices Supervivencia (%)
Explantes entre 1.0 — 29 cm 4.4b 3.1b 4.2b 954 b
individualizados , semisdlido

Explantes entre 1.0 — 2.9cm 4.6b 3.2b 4.5b 96.1 b
individualiz ados, liquido

Explantes mayores de 3.0 cm 5.3a 36a 54a 100 a
individualizados, Semisolido

Explantes mayores de 3.0 cm 5.6a 3.8a 57a 100 a
individualizados, Liquido

Explantes sin individualizar, 3.8¢c 29c 3.5¢c 773c
Semis dlido

Explantes sin individualizar, 4.0c 28c 3.8¢c 794c
Liquido

ES(+) 0.06 0.08 0.12 4.2

Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segun la prueba de Duncan

para p< 0.05.

Tabla 9. Influencia de la altura de las plantas en la fase de aclimatizacion de H. standley.

Altura (cm) Superviv. Altura (cm) No. de hojas por planta
(%)
30dias 45 dias 60 dias 30dias 45 dias 60dias

>5.0 994 a 116 a 13.8 a 14.4 a 52a 6.4 a 78a

3.0-5.0 95.6 b 89b 120b 13.9 ab 39b 53b 75a

<3.0 76.6 ¢ 55¢c 84c 11.8 b 30b 48 c 6.7b

ES(+) 3.9 27 22 20 1.9 14 1.7
Medias con letras distintas dentro de cada columna difieren significativamente segin la prueba de Duncan
para p< 0.05.
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Se logrd la propagacion in vitro de H. standleyi. Para
el establecimiento in vitro se empleé NaOCl al 2% y
el tiempo de desinfecciéon (20 min), asi como el
estado liquido del medio de cultivo para la fase de
establecimiento. Al emplear 2.0 mg.I"' 6-BAP y 0.65
mg.I""AlA, en la fase de multiplicacién con medio de
cultivo semisolido, se logré obtener un coeficiente
de multiplicacién de 4.6 explantes con un crecimiento
y desarrollo adecuados. Se comprobdé que los
explantes deben ser mayores de 3.0 cm para pasar
a la fase de enraizamiento. Uno de los factores
determinantes en la fase de aclimatizacion para
lograr plantas con mayor supervivencia fue la altura
inicial de los explantes (mayores de 5.0 cm) pudiendo
ser enviados al campo después de 45 dias.
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