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RESUMEN
El guayabo (Psidium guajava L.) cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA 18-40’ tiene altos rendimientos. Para su
propagación a gran escala, la micropropagación es una posible solución. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de dos medios de cultivo, dos citoquininas y un análogo de brasinoesteoides (DI-31), en
la multiplicación in vitro de este cultivar. Se evaluaron dos medios de cultivo (MS y WPM), tres concentraciones
de bencilaminopurina (BAP) (0.5, 1.0, 1.5 mg l-1), tres de Kinetina (0.5, 1.0, 1.5 mg l-1) y dos de DI-31 (0.01
y 0.02 mg l-1). Las variables evaluadas fueron: número de brotes, número de nudos, longitud del brote y
coeficiente de multiplicación. Se comprobó que el tipo de medio de cultivo influyó en la multiplicación de
brotes de guayabo. El número de brotes, la longitud de los brotes y el coeficiente de multiplicación estuvieron
determinados por el tipo de citoquinina y la concentración de esta añadida al medio de cultivo. Con el empleo
del medio de cultivo WPM con 1 mg l-1 de BAP se obtuvieron los mayores valores de las variables evaluadas.
El uso de DI-31 promovió el crecimiento de los brotes sin afectar el coeficiente de multiplicación.
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Culture medium and growth regulators on in vitro multiplication of
Psidium guajava L.

ABSTRACT
Guava (Psidium guajava L.) cultivar ‘Dwarf Cuban Red 18-40 EEA’ has high yields. For large-scale propagation,
micropropagation is a possible solution. The aim of this study was to determine the effect of two culture
media, two cytokinins and an analog brasinoesteoides (DI-31) in the in vitro multiplication of this cultivar. Two
culture media (MS and WPM), three concentrations of benzylaminopurine (BAP) (0.5, 1.0, 1.5 mg l-1), three
of kinetin (0.5, 1.0, 1.5 mg l-1) and two DI-31 (0.01 and 0.02 mg l-1) were evaluated. The variables evaluated
were: number of shoots, number of leaves, shoot length and multiplication coefficient. It was found that the
type of culture medium influenced the shoot multiplication of guava. The number of shoots, shoot length and
multiplication coefficient were determined by the type and concentration of cytokinin added to the culture
medium. With the use of WPM culture medium with 1 mg l-1 BAP It was obtained the highest values of the
variables evaluated. The use of DI-31 promoted the shoot growth without affecting the multiplication coefficient.
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INTRODUCCIÓN

La familia Myrtaceae, cuenta con más de 3 800
especies pertenecientes a 133 géneros. La
mayoría de estas son de interés forestal, otras
de importancia medicinal y pocas especies
producen frutos comestibles. El guayabo
(Psidium guajava L.) es la especie más valiosa

del género Psidium y representa una importante
inversión para el agronegocio. Además, posee
una gran aceptación como fruta fresca debido
a su contenido nutricional en términos de alto
contenido en vitamina C, carbohidratos, fibra y
sales minerales y por su posibil idad de
industrializarse (Aular y Casares, 2011). Este
cultivo, puede ser consumido en forma de
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jugos, néctares, jaleas, pasta, dulces
tradicionales como los cascos de guayaba y
bocadillos. Además, en los últimos años sus
frutos y hojas se han estudiado para su uso en
el campo de la medicina natural y tradicional
en el tratamiento enfermedades como
gastroenteritis y disenterías.

En Venezuela hay pocos cultivares de guayabo
y los principales son el ‘Criolla Roja’, que se
utiliza también como porta injerto, el ‘San Miguel’
y el ‘Rio Chiquito’ (Aular y Casares, 2011). En
el año 2007 en el marco del Convenio de
Cooperación Cuba-Venezuela se introdujo desde
la República de Cuba el cultivar ‘Enana Roja
Cubana EEA 18-40’, el cual tiene un rendimiento
de 70 ton ha-1 año-1, con densidades superiores
a las 800 plantas por ha, a los 5 años de plantada
(Vento, 2011), este se sembraron en el país lotes
pruebas para su producción agrícola y
propagación. La introducción de este cultivar
plantea la necesidad de desarrollar protocolos
de propagación.

En general la propagación convencional
presenta limitaciones relacionadas con el
número de esquejes o vástagos que puede
proveer un individuo elite. Este aspecto limita
la diseminación de nuevos cul tivares
introducidos a escalas productivas. Teniendo
en cuenta estos problemas y el significado que
tiene este frutal tropical en la producción y
exportación de alimentos, se han dedicado
numerosos esfuerzos y recursos a aplicar
técnicas biotecnológicas en este grupo de
plantas. La mayoría de éstos trabajos
estuvieron dirigidos a desarrol lar
procedimientos para la micropropagación,
utilizando organogénesis a partir de segmentos
nodales y brotación axilar (Mishra et al., 2007;
Ocampo y Nuñez, 2007; Meghwal et al., 2010).

Dentro de los factores determinantes en la
multiplicación in vitro están el medio de cultivo
y el balance hormonal. El medio de cultivo
usado en la mayoría de los trabajos publicados
sobre micropropagación del guayabo es el
propuesto por Murashige y Skoog (1962)
(Meghwal et al., 2010). Por otra parte, se
mencionan entre los reguladores del
crecimiento empleados a N6-bencilaminopurina
(BAP) usada sola (Meghwal et al., 2010) o en
combinación con otras citoquininas o auxinas
(Ocampo y Nuñez, 2007), en el balance
hormonal de la fase de multiplicación in vitro.

En los últimos diez años se han venido
probando nuevos reguladores de crecimiento
en la micropropagación, como son los análogos
de brasinoesteroides. Estos son sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal con los
cuales se han desarrol lado diferentes
investigaciones que han permitido evaluar su
actividad como biorreguladores de la
morfogénesis in vitro de especies vegetales
(Plana et al., 2002). Aunque existen informes
del empleo de análogos de brasinoesteroides
en la germinación de embriones somáticos de
guayabo (Vilchez et al., 2001) no se ha descrito
su utilización en la micropropagación de este
cultivo. Su adición al medio de cultivo de
multiplicación pudiera ser una alternativa para
mejorar la eficiencia de esta fase.

En base a lo anteriormente expuesto, se propuso
como objetivo de esta investigación, determinar
el efecto del medio de cultivo, de dos citoquininas
y un análogo de brasinoesteoides, en la
multiplicación in vitro de guayabo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Esta investigación se realizó en las
instalaciones del laboratorio de Biotecnología
Profa. Silvia León de Sierralta de la Facultad
de Agronomía de la Universidad del Zulia en
Maracaibo, Venezuela.

Material vegetal

Se emplearon microesquejes de guayabo del
cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA 18-40’ de 1
cm de longitud con un solo nudo, obtenidos
mediante un proceso de regeneración vía
embriogénesis somática, a partir de embriones
cigóticos inmaduros de acuerdo con la
metodología descrita por Vilchez et al. (2001).

Condiciones experimentales

Se utilizaron tubos de ensayo de vidrio (15 x
2.5 cm) y frascos de vidrio de 250 ml de
capacidad. En todos experimentos, el pH del
medio de cultivo se ajustó a 5.8 con NaOH 1N
o HCl 1N, antes de la esterilización en autoclave
a 121oC y 1.2 kg cm -2 durante 20 min. Todas
las manipulaciones de los explantes se
realizaron bajo condiciones de asepsia en
una cabina de f lu jo lam inar horizontal
(ESCO®) con un flujo constante de aire de 0.5
PSI. El instrumental (pinzas y bisturí) fueron
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desinfectado con una solución de NaClO al
1% (v/v) durante 15 min. El manejo del
material vegetal en la cabina de flujo laminar
se realizó sobre placas de Petri (10 cm de
diámetro) esterilizadas en autoclave a 121°C
y 1.2 kg cm -2 de presión durante 30 min y
secadas en estufa a 70°C.

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un
cuarto de crecimiento, a 26 ± 1°C, bajo luz
blanca fluorescente contínua con una
radiación fotosintéticamente activa (PAR) de
200 mol-1m-2s-1 y humedad relativa promedio
de 46%.

Efecto del medio de cultivo

Con el objetivo de determinar el efecto del medio
de cultivo en la multiplicación de microesquejes
de guayabo cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA
18-40’ se incluyeron dos medios de cultivo,
WPM (Woody Plant Medium) para plantas
leñosas (McCown y Lloyd, 1981) y MS
propuesto por Murashige y Skoog (1962), con
1 mg l-1 de BAP, 3% de sacarosa y 6 g l-1 de
Agargel.

Se emplearon 40 microesquejes, por
tratamiento, los que se colocaron en tubos de
ensayo con 12 ml de medio de cultivo.
Después de seis semanas de cultivo se
evaluaron el número de brotes (NB), número
de nudos (NN), longitud de los brotes (cm)
(LB) y coeficiente de multiplicación (CM). El
CM se calculó mediante la siguiente fórmula:
(NB-1)*NNT, dónde NNT es el número de
nudos totales. El diseño experimental utilizado
fue totalmente al azar.

Efecto de dos citoquininas

Para determinar el efecto de dos citoquininas
sobre la multiplicación de microesquejes de
guayabo cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA 18-
40’, se añadieron al medio de cultivo tres
concentraciones de BAP (0.5, 1, 1.5 mg l-1) y
dos concentraciones de Kinetina (0.5, 1, 1.5
mg l -1), para un total de seis tratamientos. El
medio de cultivo utilizado fue el WPM con 3%
de sacarosa y 6 g l-1 de  Agargel.

Por cada tratamiento se evaluaron 40
microesquejes los cuales se colocaron en
tubos de ensayo con 12 ml de medio de cultivo.
Las variables evaluadas después de seis

semanas de cultivo fueron: NB, NN, LB y CM.
El diseño experimental utilizado fue factorial 23.

Efecto de un análogo de brasinoesteroides

Para determinar el efecto de un análogo de
brasinoesteroides sobre la multiplicación de
microesquejes de guayabo cultivar ‘Enana Roja
Cubana EEA-1840’, se evaluaron dos
concentraciones del DI-31 (control, 0.01 y 0.02
mg  l -1), el cual es un análogo de
brasinoesteroides semisintético obtenido por la
Facultad de Química de la Universidad de La
Habana, Cuba.

Para cada tratamiento se util izaron 20
repeticiones, constituidas por cinco
microesquejes por frasco, con 25 ml de medio
de cultivo. El medio de cultivo utilizado fue el
WPM, con 1 mg l-1 de BAP, 3% de sacarosa y
6  g  l-1 de Agargel. Las variables evaluadas
después de seis semanas de cultivo fueron:
NB, NN, LB y CM. El diseño experimental
utilizado fue totalmente al azar.

Análisis estadístico

Para el procesamiento de los datos se utilizó
el software analítico Statistix® versión 8.0.
Para determ inar la significancia de los
efectos de los factores de estudio se utilizó
el Análisis de la Varianza simple (ANOVA) y en
aquellos casos donde el efecto del factor de
estudio y/o su interacción resultó significativa
estadísticamente se realizó la comparación de
medias mediante la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del medio de cultivo

Se detectaron diferencias significativas de las
variables evaluadas en la multiplicación de
microesquejes en dos medios de cultivos
(Tabla 1). Se obtuvieron valores superiores en
las variables NB (2.26), NN (3.22), CM (3.8) y
LB (1.1 cm) cuando se empleó el medio de cultivo
WPM en comparación con MS. Resultados
similares fueron descritos por Ocampo y Nuñez
(2007), quienes evaluaron en varios cultivares de
guayabo los mismos medios de cultivo
estudiados en este experimento. En otras
especies leñosas como Myrica esculenta
(Bhatt y Dhar, 2004) también se han informado
resultados similares a los aquí presentados.
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Tabla 1. Efecto del medio de cultivo en la multiplicación in vitro de
microesquejes de guayabo cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA-1840’.

Medios de cultivo 
Variables 

WPM MS 

Número de brotes 2.26 a 1.85 b 

Número de nudos 3.22 a 1.85 b 

Coeficiente de multiplicación 3.80 a 1.40 b 

Longitud de brotes (cm) 11.00 a 6.30 b 

 Valores con letras distintas en una fila difieren significativamente
(P<0.05) según la prueba de comparación de medias de Tukey. WPM
medio de cultivo para plantas leñosas (McCown y Lloyd, 1981) y MS:
medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962).

El tipo de sales y su concentración tienen una
influencia directa sobre la inducción de brotes.
El medio de cultivo MS es el más utilizado para
la propagación in vitro de muchas especies de
plantas, pero no siempre es el más adecuado,
debido a la  alta concentración de sales. El
WPM  tiene menor concentración de sales
minerales en comparación con el MS y es
ampliamente empleado para el cultivo de tejidos
de plantas leñosas o sensibles a la salinidad
(Cardoza, 2008). Además, en el MS el
contenido de nitrógeno amoniacal y nítrico es
mayor que en el WPM y las fuentes de
nitrógeno nítrico son diferentes, para  el MS
es  el  KNO3 y en el WPM es Ca(NO3)2. Sin
embargo, la proporción nitrógeno nítrico-
amoniacal es mayor en el  WPM. Es de
destacar que el nitrato representa una de las
formas más asimilables de nitrógeno por parte
de la planta, que promueve la formación de
hojas y nuevos brotes. En este sentido,
Barwale et al. (1986) señalaron que las
deficiencias de nitrógeno pueden afectar la
brotación, provocan disminución en el número
de brotes por explante y favorecen el
crecimiento de brotes con tallos finos y cortos
con hojas pequeñas.

Efecto de dos citoquininas

Los mayores valores de NB se obtuvieron con
la adición de  BAP al medio de cultivo  a
concentraciones de 0.5 y 1 mg l-1 (1.82 y 2.20
brotes, respectivamente) las que difirieron
significativamente de los demás tratamientos.
Estos resultados fueron similares a los
informados por Shah et al. (2008) quienes
señalaron que cuando se añadió al medio de
cultivo el BAP solo o en combinación con

otras citoquininas se obtuvieron mayores
valores promedios de NB. La eficacia de BAP
en la estimulación de la multiplicación de brotes
en guayabo se ha descrito por varios
investigadores (Loh y Rao, 1989).

Los resultados de esta investigación indicaron
que la concentración de 1.5 mg l-1 de BAP
resultó inhibitoria de la brotación. Ello está en
concordancia con referido por Loh y Rao
(1989) quienes señalaron que una baja
concentración de BAP es efectiva en la
prol iferación de brotes advent icios en
guayabo, pero difieren de lo referido por
Mishra et al. (2007), que observaron que la
adición de 2 mg l-1 de BAP al medio de cultivo,
produjo los máximos valores de número de
brotes axilares en guayabo cv. ‘Allahabad
Safeda’. Otros autores han destacado que
la respuesta de la brotación in vitro  en
guayabo es dependiente del genotipo (Loh
y Rao, 1989).

Los valores de LB fueron más de dos veces
superiores cuando se utilizó 0.5 y 1 mg l-1  de
kinetina en comparación con los obtenidos
en el medio de cultivo con BAP (Tabla 2).
También se observó que la concentración de
1.5 mg l -1 de las dos citoquininas estudiadas
fue inhib itoria para esta variable.  Una
respuesta similar de los explantes ha sido
observada por Bhatt y Dhar (2004) quienes
encontraron que en Myrica esculenta
concentraciones de kinetina inferiores a 1 mg l-1
aumentaron la LB, pero redujo significativamente
el NB. En este sentido, Shah et al. (2008),
mencionaron que con concentraciones de BAP
mayores a 1 mg l-1 los brotes de guayabo no
se alargaron más de 1 cm.
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La menor LB se observó en los explantes
cultivados en el medio de cultivo con 1.5 mg l-1
de BAP o Kinetina. Esta respuesta pudo ser
causada por un desvío de la producción de
biomasa hacia la formación de brotes en
detrimento de su desarrollo, lo cual se ha descrito
para otras especies (Vilchez et al., 2011).

Valores superiores para el NN y el CM, se
observaron en los explantes cultivados en el
medio de cultivo con 1 mg l-1 de BAP. Aunque
no se encontraron informes de la evaluación
de estas variables en esta especie, ellas son
determinantes para medir la eficiencia de la fase
de multiplicación en la micropropagación del
guayabo. Muchos autores util izan como
explante en la fase de multiplicación de guayabo
microesquejes de un solo nudo (Loh y Rao,
1989), por lo que es de esperar que mientras
mayor sea el NN separables de cada brote,
mayor será el CM y más eficiente la
multiplicación de los brotes.

Usualmente en los meristemos y ápices la
citoquinina endógena es baja debido a que el
principal sitio de síntesis son las raíces, por lo
que la adición exógena de citoquininas en los
medios de multiplicación es generalizada. BAP
es la citoquinina más empleada para la
inducción de yemas axilares, se ha utilizado
en muchos de los medios de cultivo empleados
en la fase de multiplicación.

Efecto de un análogo de brasinoesteroides

A las seis semanas de cultivo, solo se
observaron diferencias para la variable LB en
los explantes cultivados con diferentes

Tabla 2. Efecto de dos citoquininas sobre la multiplicación in vitro de microesquejes de
guayabo cultivar ‘Enana Roja Cubana EEA-1840’.

Citoquinina 
Concentración 

(mg l-1) 
NB NN CM LB (cm) 

0.5 1.82 ab 3.43 a 2.79 b 7.37 b 

1.0 2.20 a 3.44 a 4.13 a 7.73 b BAP 

1.5 1.45 b 2.48 bc 1.88 bc 5.15 c 

0.5 1.50 b 2.53 bc 1.44 c 14.40 a 

1.0 1.68 b 2.79 ab 1.71 bc 14.34 a Kinetina 

1.5 1.44 b 2.00 c 0.95 c 7.34 b 

 Valores con letras distintas en una columna difieren significativamente (P<0.05) según la
prueba de comparación de medias de Tukey. BAP: N6-bencilaminopurina, NB: número de
brotes, NN: número de nudos, CM: coeficiente de multiplicación y LB: longitud de brotes.

concentraciones de DI-3 con respecto al control
y sin diferencias entre ellos (p<0.01, prueba de
comparación de medias de Tukey). Los valores
del LB fueron superiores (10.0 cm para 0.01 y
0.02 mg l -1 y 9.6 cm para 0.03 mg l-1), en
comparación con el control (7.6 cm).

Entre las respuestas fisiológicas de las plantas
a los brasinoesteroides, se incluyen efectos
sobre la elongación, la división celular y el
desarrollo vascular (Jordán y Casaretto, 2008).

Los microesquejes iniciaron la brotación
temprana (7 días de cultivo) cuando se añadió
DI-31 al medio de cultivo. En la literatura
científica consultada no se ha descrito el
empleo  de análogos de brasinoesteroides en
la fase de multiplicación in vitro de guayabo.
En otros cultivos como tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Plana et al., 2002), el empleo
de análogos de brasinoesteroides ha
incrementado el NB por explante y el CM, en
comparación con los tratamientos controles.
Sin embargo, los resultados fueron similares a
los  mencionados por De la Fe et al. (1998)
que al realizar la sustitución parcial o total de
BAP por diferentes concentraciones de
Biobras-6 y Biobras-16 (análogos de
brasinoesteroides) en la micropropagación de
la caña de azúcar (Saccharum officinarum L.)
observaron brotación, pero los valores del NB
y CM se redujeron aproximadamente un 50%.

CONCLUSIONES

El tipo de medio de cul tivo inf luyó en la
multiplicación de brotes de guayabo. El número
de brotes, la longitud de los brotes y el
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coeficiente de multipl icación estuvieron
determinados por el tipo de citoquinina y la
concentración de esta añadida al medio de
cultivo. De igual forma, el empleo del análogo
de brasinoesteroide DI-31, que no se había
utilizado antes para la multiplicación in vitro de
guayabo, estimuló el crecimiento de los brotes
sin afectar el coeficiente de multiplicación. El
medio de cultivo WPM con 1 mg l-1 de  BAP
promovió la inducción de nuevos brotes en la
multiplicación in vitro de guayabo cultivar ‘Enana
Roja Cubana EEA-1840’.
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