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ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Multiplicación in vitro de Psidium guajava L. en sistemas  
de inmersión temporal

In vitro multiplication of Psidium guajava L.  
in temporary immersion systems

Jorge Vilchez*, Nilca Albany**

Resumen

La introducción de nuevos cultivares de guayabo (Psidium guajava L.) amerita su propagación masiva, lo cual solo puede 
ser satisfecho mediante la micropropagación. Sin embargo la micropropagación convencional dejó de ser económica-
mente eficiente, debido al uso de agentes gelificantes y el elevado número de operaciones manuales, por esta razón se 
planteó en esta investigación, generar una metodología que permita disminuir los costos de producción por la exclusión 
del gelificante en los medios de cultivo, evaluando los sistemas de inmersión temporal (SIT) en la multiplicación in vitro 
de guayabo. Para lo cual, se evaluó el efecto del cultivo en SIT, se comparó los SIT tipo BIT® y RITA® y se evaluó el 
tiempo (1 y 2 min) y frecuencia (3 y 4 veces/día) de inmersión. Luego de seis semanas de cultivo se evaluó: número de 
brotes (NB), numero de nudos (NN), longitud de brote (LB) y coeficiente de multiplicación (CM). Con el empleo de SIT 
se logró valores superiores para NB (2,17), NN (3,5), LB (10,7 mm) y CM (2,8). En la comparación entre SIT tipo RITA y 
BIT, valores superiores se obtuvieron con el RITA® para NB (3,8), NN (3,8), LB (16,6 mm) y CM (10,4). Se determinó que 
con 2 min de inmersión se logró los mayores valores de NB (3,7), NN (13,4), LB (15,3 mm) y con 2 min de inmersión 3-4 
veces/día el mayor CM (9,4 y 10,4). Se concluye que el cultivo en RITA® en la multiplicación favoreció crecimiento y 
la proliferación de brotes de guayabo.
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Abstract

The introduction of new cultivars of guava (Psidium guajava L.) deserves its mass propagation, which can only be satisfied by 
micropropagation. However conventional micropropagation stopped being economically efficient due to the use of gelling 
agents and the high number of manual operations. For this reason was considered in this research, generate a methodology 
to reduce production costs by exclusion of gelling in culture media, assessing temporary immersion systems (TIS) in the in 
vitro multiplication of guava. For which, the effect of the culture way was evaluated in TIS, type TIB® and RITA® compared 
the TIS and was evaluated the time (1 and 2 min) and frequency (3 and 4 times / day) of immersions. After six weeks of 
culture were evaluated: shoots number (NS), nodes number (NN), shoot length (SL) and multiplication rate (MR). With the 
use of TIS higher values   for NS (2.17), NN (3.5), SL (10.7 mm) and MC (2.8) was achieved. When comparing RITA® and 
TIB, higher values   were obtained with the RITA® for NS (3.8), NN (3.8), SL (16.6 mm) and MC (10.4). It was determined 
that 2 min of immersion with the highest values   of NS (3.7), NN (13.4), SL (15.3 mm) and 2 min immersion 3-4 times/day 
achieved the highest MC (9.4 and 10.4). We conclude that the RITA® culture favored the multiplication in growth and 
proliferation of shoots of guava.

Keys words: guava, micropropagation, liquid culture media, RITA®, TIB®.

Recibido: febrero19 de 2014  Aprobado: octubre 10 de 2014

* Profesor Titular. Master en Biotecnología Vegetal. Departamento de Botánica, Laboratorio de Fisiología Vegetal “Merylin Marin” Facultad de 
Agronomía, Universidad del Zulia, AP 15205, Maracaibo, Edo. Zulia (4005ZU), República Bolivariana de Venezuela. jvilchezp@fa.luz.edu.ve

** Profesora Titular. Master en Biotecnología Vegetal. Departamento de Química. Facultad de Agronomía, Universidad del Zulia, AP 15205, 
Maracaibo, Edo. Zulia (4005ZU), República Bolivariana de Venezuela. nalbany@fa.luz.edu.ve

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2  Diciembre 2014  96-103 96



Multiplicación in vitro de Psidium guajava L. en sistemas de inmersión temporal 97

Introducción

El guayabo (Psidium guajava L.) constituye la Myrta-
ceae más valiosa de todo el género Psidium (Peña et 
al., 1996) y representa una importante inversión como 
agronegocio (Cañizares y Puesme, 2003), entre otras 
razones, por su gran aceptación como fruta fresca 
debido a su contenido nutricional y su posibilidad de 
industrialización (Aular y Casares, 2011). Además en 
los últimos años sus frutos y hojas se han estudiado 
para uso en el campo de la medicina natural y tradi-
cional en el tratamiento de la gastroenteritis, diarreas y 
disenterías (Waghode, 2014; Choudhury et al., 2013; 
Joseph y Priya, 2011).

En Venezuela hay pocos cultivares y los principales 
son el ‘Criolla Roja’, que se utiliza también como porta 
injerto, el ‘San Miguel’ y el ‘Rio Chiquito’ (Aular y Ca-
sares, 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 Cuba-
na EEA 18-40”, el cual es de alto potencial productivo  
con más de 70 t∙ha-1∙año-1 a densidades superiores a 
las 800 plantas por hectárea en los primeros 5 años de 
plantada (Vento, 2011), del cual se sembraron en el 
país lotes pruebas para su producción agrícola y pro-
pagación. La introducción de este cultivar plantea la 
necesidad de desarrollar protocolos de propagación 
para la misma.

En general la propagación convencional presenta li-
mitaciones relacionadas con el número de esquejes o 
vástagos que puede proveer un individuo elite o supe-
rior (Peña et al., 1996), este aspecto hace más lenta la 
introducción de nuevos cultivares a escalas producti-
vas. Teniendo en cuenta estos problemas y el signifi-
cado 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 (Litz y Jaiswal, 1991; Akhtar 
et al., 2000). La mayoría de éstos trabajos estuvieron 
dirigidos a desarrollar procedimientos para la micro-
propagación, utilizando la organogénesis a partir de 
segmentos nodales y brotación axilar (Meghwal et al., 
2010; Rai et al., 2009; Ocampo y Nuñez, 2007; Mishra 
et al., 2007; Concepción et al., 2004; Ali et al., 2003; 
Singh et al., 2002; Amin y Jaiswal 1987, 1988, 1989; 
Jaiswal y Amin, 1987).

Algunos investigadores señalan que desde el punto de 
vista comercial, la micropropagación convencional ha 
dejado de ser un proceso económicamente eficiente, 
coincidiendo que la causa fundamental es debida al 
uso de agentes gelificantes como soportes de los ex-
plantes y el elevado número de operaciones manuales, 
que implican un alto costo por mano de obra (Quiala 
et al., 2012; Cruzat, 2009; Pérez et al., 1998). Particu-
larmente en la micropropagación de algunos vegetales 
y frutales, los altos costos por mano de obra están alre-
dedor del 65-70% de los costos totales de producción 
(Cruzat, 2009; Alchanatis et al., 1994) y el empleo de 

medios de cultivos semisólido o gelificados con agar 
o polímeros similares son el componente más caro de 
medios de cultivo y representan alrededor del 80% del 
costo total (Cruzat, 2009; Adelberg et al., 2007; Pérez 
et al., 1998. Nuevos estudios sobre la propagación in 
vitro utilizando diferentes condiciones de cultivo pue-
den contribuir a una mayor optimización de la proce-
sar y una reducción en los costos de producción (Ziv, 
2005).

El uso de medios líquidos en procesos de micropropa-
gación se considera la solución ideal para reducir los 
costos de producción de plántulas y permitir la auto-
matización (Preil, 2005; Ziv, 2005). Entre otras ventajas 
porque los sistemas de cultivo líquidos proporcionan 
condiciones de cultivo uniformes, el medio puede ser 
renovado fácilmente sin necesidad de cambiar de reci-
piente, la limpieza del recipiente luego de un período 
de cultivo es más fácil y se reducen los subcultivos 
(Adelberg, 2004). Su uso a menudo resulta en ma-
yores tasas de crecimiento en relación con el medio 
semisólido. Esto se debe a que una mayor superficie 
del explante está en contacto con el medio, y cuan-
do es aireado o agitado se reducen los gradientes de 
difusión entre éste y el explante (Etienne y Berthouly, 
2002). Estos dos factores combinados permiten una 
toma de nutrientes y reguladores de crecimiento más 
eficiente, de modo que en algunas especies es posible 
emplear medios de cultivo desprovistos de regulado-
res. Al mismo tiempo, los metabolitos tóxicos que pue-
den acumularse en la proximidad de los tejidos, son 
eficientemente dispersados (George, 1993).

Sin embargo, la inmersión continua de los tejidos pro-
voca síntomas de estrés oxidativo producto del incre-
mento de los niveles H2O2 debido a los bajos niveles 
de oxígeno en el medio (Saher et al., 2004; Damiano 
et al., 2003) e hiperhidratación de los tejidos o vitrifica-
ción, desorden morfológico y fisiológico que provoca 
una estructura cristalina y acuosa del tejido, además 
de un crecimiento distorsionado (Posada et al., 2003). 
Para solucionar estos problemas en la actualidad se 
disponen de equipos para la propagación masiva ba-
sados en una inmersión temporal de los explantes, en 
los cuales la intervención de la mano de obra se mi-
nimiza, (Berthouly y Etienne, 2005; Teisson y Alvard, 
1994; Alvard et al., 1993; Aitken-Christie, 1991) y la 
hiperhidratación puede ser controlada, incluso supri-
mirse, controlando factores tales como la concentra-
ción de carbohidratos, macronutrientes en el medio, 
así como el tiempo y frecuencia de inmersión (Cas-
tro y González, 2002). Las ventajas de estos sistemas 
sobre la micropropagación tradicional en medios ge-
lificados parecen ser el resultado de las condiciones 
físicas creadas en el recipiente de cultivo y que han 
sido señaladas por varios autores (Posada et al., 2003; 
Etienne y Berthouly, 2002; Alvard et al., 1993).

El sistema RITA®, Recipiente para inmersión temporal 
automatizado (figura 1b) desarrollado por el Labora-
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torio Biotrop del CIRAD en Montpellier, Francia,  es 
el más difundido en el mundo y se ha utilizado exi-
tosamente para la propagación de varias especies de 
interés agrícola, ornamental y medicinal (Berthouly y 
Etienne, 2005) tanto por organogénesis como embrio-
génesis. EL diseño de los RITA® consiste en un envase 
de cultivo de 1 L de capacidad  en cuyo interior se en-
cuentra una estructura que divide el envase de cultivo 
en dos compartimientos, el superior aloja material ve-
getal y el inferior el medio de cultivo, ambos compar-
timientos están conectados mediante un tubo central 
unido a un filtro de aire (22 µm) esterilizable. En cada 
inmersión se aplica una presión de aire al comparti-
miento inferior se hace subir el medio de cultivo que 
baña periódicamente el material vegetal y renueva en 
ambiente gaseoso del compartimiento de cultivo. De 
acuerdo a un programa predeterminado (tiempo de 
inmersión y frecuencia) que es controlado mediante 
un controlador de tiempo automatizado y válvulas so-
lenoides controlan la inyección del aire o inmersión.

El  BIT®, biorector de inmersión temporal (Escalona et 
al., 1999) o recipientes gemelos de inmersión temporal 
(Berthouly y Etienne, 2005), es una unidad de inmer-
sión temporal que consiste en dos recipientes interco-
nectados por tubos de silicona (figura 2). Uno se usa 
para la contener del medio de cultivo y el otro para el 
cultivo del material vegetal. Para la ventilación se ajus-
ta un filtro esterilizable (22 µm) en cada recipiente. El 
número de veces (frecuencia) y el tiempo que las plan-
tas son inmersas en el medio se regulan mediante un 
programador conectado a válvulas selenoides. Al abrir 
una de las válvulas el medio es inyectado desde el re-
cipiente que contiene al medio de cultivo al que con-
tiene los explantes; al abrirla otra vez, el medio vuelve 
al recipiente que contiene el medio de cultivo. Con 
este sistema los explantes son inmersos en el medio 
de cultivo sólo por un tiempo definido, permitiendo 
la absorción de nutrientes por toda su superficie (Al-
vard et al., 1993). El intercambio gaseoso se restaura 
cuando el medio de cultivo es trasladado a recipiente 
que contiene el medio de cultivo. De los BIT® se han 
propuesto algunas variantes para los tamaño de los re-
cipientes de cultivo, afín de mejorar la eficiencia de la 
micropropagación, como Jiménez (2005) en caña de 
azúcar Albany et al. (2005) en banana, quienes utiliza-
ron envases de 10 L Clearboy de Nalgene®.

Con el propósito de generar una metodología que per-
mita disminuir los costos de producción por la exclu-
sión del gelificante en los medios de cultivo, se evaluó 
el cultivo en sistemas de inmersión temporal en la fase 
de multiplicación in vitro de guayabo cv Enana Roja 
Cubana EEA-1840.

Materiales y métodos

Esta investigación se realizó en las instalaciones del 
laboratorio de Biotecnología “Profa. Silvia León de Sie-

rralta” de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
del Zulia en Maracaibo, Venezuela.

Material vegetal 

Como material vegetal se emplearon microesque-
jes de guayabo del cultivar “Enana Roja Cubana EEA 
1840” de 1 cm de longitud con un solo nudo. Los mi-
croesquejes fueron tomados de vitroplantas obtenidas 
vía germinación de embriones somáticos, cultivados 
en medio Murashige y Skoog (1962) al 50% de las 
sales mayores y suplementado con 0,25 mg.L-1 de BAP 
(N6-bencilaminopurina); 0,01 mg.L-1 de DI-31 (análogo 
de brasinoesteroide) y 3% de sacarosa. 

En todos experimentos el medio de cultivo, el pH se 
ajustó 5,8 con NaOH 1N y HCl 1N según el caso, 
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 asep-
sia empleando una cámara de flujo laminar horizontal 
(ESCO®) con un flujo constante de aire de 0,5 PSI. El 
instrumental (pinzas y bisturí) fueron desinfectado con 
una solución de NaClO al 1% (v/v) durante 15 min y 
capsulas de Petri esterilizadas en autoclave a 121°C y 
1,2 Kg∙cm-2 de presión durante 30 min y secadas en 
estufa a 70°C por 8 h. Los cultivos in vitro se mantu-
vieron en un cuarto de crecimiento, bajo luz blanca 
fluorescente continua con una radiación fotosintética-
mente activa de 200 µmol-1m-2s-1, temperatura de 26 ± 
1°C y humedad relativa promedio de 46 %.

Efecto del cultivo en sistemas de inmersión 
temporal sobre la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-1840

Para comparar la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-1840, 
en sistemas de inmersión temporal (SIT) y en medio 
semisólido, se evaluó el cultivo de los microesquejes 
en SIT tipo bioreactor de inmersión temporal (BIT®) y 
el cultivo en medio gelificado con 6 g.L-1 de Agargel. 
Para el tratamiento de cultivo en SIT se utilizaron 5 
BIT® de 500 mL de capacidad y 200 mL de medio de 
cultivo, en los cuales se sembraron 20 microesquejes 
por cada BIT®. Se utilizó una inmersión de 1 min cada 
6 h. Para el medio semisólido se utilizaron 20 frascos 
biotecnológicos de 250 mL de capacidad con 20 mL 
de medio de cultivo, en los cuales se sembraron 5 mi-
croesques por frasco, con 25 mL de medio de cultivo. 
El medio de cultivo utilizado fue el WPM (Woody Plant 
Medium) propuesto por Lloyd y McCow (1981), su-
plementados con 1 mg∙L-1 de BAP; 0,01 mg.L-1 de DI-
31, 3% de sacarosa. Las variables evaluadas después 
de seis semanas de cultivo fueron: número de brotes 
(NB), número de nudos (NN), longitud de brote (LB) y 
coeficiente de multiplicación (CM). El CM se calculó 
mediante la siguiente fórmula: CM=NNT-1, donde en 
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NNT es el número de nudos totales. Se utilizó un dise-
ño completamente al azar.

Comparación del cultivo en SIT tipo BIT y 
RITA® sobre la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana  
EEA-1840

Para comparar la multiplicación de microesquejes de 
guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA.-1840, en 
SIT tipo BIT® y RITA® se sembraron 5 repeticiones 
de cada tipo. En cada SIT se sembraron 20 explantes 
y contenía 200 mL de medio de cultivo. El medio de 
cultivo utilizado, así como las variables, el tiempo de 
evaluación y el diseño experimental utilizado fueron 
similares al del experimento 1.

Determinación del Tiempo y frecuencia de 
inmersión en la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-
1840 en RITA®

Para desarrollar un método de micropropagación efi-
ciente en sistemas de inmersión temporal es esencial 
optimizar los parámetros técnicos para cada cultivo, 
siendo el tiempo y la frecuencia de inmersión los pa-
rámetros más críticos del sistema. Para determinar 
dichos parámetros mediante un diseño factorial se 
evaluaron dos frecuencias (3 y 4 veces al día) y dos 
tiempos de inmersión (1 y 2 min), para un total de 
cuatro tratamientos,  cada uno con 5 repeticiones y 20 
microesquejes por cada RITA®.  El medio de cultivo 
utilizado, así como las variables, el tiempo de evalua-
ción y el diseño experimental utilizado fueron similares 
al del experimento 1.

Análisis estadístico

Para determinar la significancia estadística de los efec-
tos de los factores de estudio se utilizó un análisis de 
la varianza simple (ANOVA) y en aquellos casos donde 
el efecto del factor de estudio y/o su interacción resul-
tó significativa estadísticamente (p≤0,05) se realizó la 
comparación de medias mediante la prueba de Tukey. 
Todas las pruebas estadísticas se realizaron utilizando 
software analítico Statistix® versión 8.0.

Resultados y discusión

Efecto del cultivo en sistemas de inmersión 
temporal sobre la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-1840

Los análisis estadísticos detectaron diferencias alta-
mente significativas (p<0,01) entre los dos sistemas de 
cultivo evaluados, para las variables NB y NN. Cuando 
se usaron los BIT® los valores en estas variables fueron 
superiores a los del cultivo de medio semisólido (tabla 

1). Estas diferencias pudieran explicarse en función de 
que al multiplicar los brotes en medio semisólido la 
absorción de nutrientes es reducida, por la baja tasa 
de difusión del mismo (Scherwinski y De Luces, 2003) 
en comparación con los medios líquidos en los que la 
ausencia de agente gelificante puede incrementar la 
absorción de agua y nutrientes por el explante (Etien-
ne y Berthouly, 2002; Alvard et al., 1993). 

Tabla 1. Efecto del cultivo en sistemas de inmersión temporal 
sobre la multiplicación de microesquejes de guayabo cultivar 
Enana Roja Cubana EEA-1840. NB: número de brotes, NN: 
número de nudos, CM: coeficiente de multiplicación y LB: 
longitud de brotes.

Sistema de 
cultivo

NB NN CM LB (mm)

Semisólido 1,78 b 2,5 b 4,36 ns 10,38 ns

BIT 2,17 a 3,5 a 4,90 ns 10,74 ns

Los valores indicados con distintas letras difieren estadísticamen-
te (P<0,05) para la prueba de comparación de medias de Tukey. 

Por otro lado en los sistemas de inmersión temporal 
los explantes están en contacto intermitente con el 
medio de cultivo y esto causa una estimulación de 
la absorción de nutrientes por parte de los explantes, 
además los explantes están cubiertos la mayoría del 
tiempo por una fina capa de medio de cultivo que 
impide la desecación y por ende, la resistencia a la 
difusión de gases entre la atmosfera y el explante es 
menor, en consecuencia hay un mayor desarrollo de 
los explantes (Etienne y Berthouly, 2005). Es indudable 
que la mayor relación de volumen de medio nutritivo, 
microatmósfera versus explantes, favoreció notable-
mente la mayor diferenciación.

El cultivo en SIT ha sido exitoso en la mayoría de los 
cultivos en los cuales se ha probado (Mallón et al., 
2012; Quiala et al., 2012; Watt, 2012; Steinmacher et 
al., 2011; Peña et al., 2010; Aragón et al., 2009), sin 
embargo en el guayabo existe pocos reportes de su 
uso. 

Comparación del cultivo en sistemas de 
inmersión temporal tipo BIT y RITA® sobre la 
multiplicación de microesquejes de guayabo 
cultivar Enana Roja Cubana EEA-1840

Después de seis semanas de cultivo, el análisis esta-
dístico detecto diferencias estadísticas (p>0,001) entre 
los dos SIT estudiados; lográndose los mayores valores 
en las variables evaluadas con el empleo del SIT tipo 
RITA® (tabla 2). Aunque ambos SIT utilizados en este 
experimento tienen la misma capacidad del reservorio 
que contiene el medio de cultivo (500 mL), así como la  
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misma relación volumen de medio/explante (10 mL/
explante) y similar principio de funcionamiento, difie-
ren en las capacidades de sus reservorios que contie-
nen los brotes y siendo este uno de los parámetros 
que afectan la eficiencia de los SIT (Berthouly y Ettien-
ne, 2005). En los RITA® (figura 4, b y d)  la sección 
donde se cultivan los explantes es aproximadamente 
50 mL mayor al de los BIT (figura 4, a y c), lo cual de-
termina un mayor contacto entre los explantes.

Tabla 2. Comparación del cultivo en sistemas de inmersión 
temporal tipo BIT y RITA® sobre la multiplicación de 
microesquejes de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-
1840. NB: número de brotes, ND: número de nudos, CM: 
coeficiente de multiplicación y LB: longitud de brotes.

Sistema de 
cultivo

NB ND CM LB (mm)

BIT 2,17 b 2,5 b 4,36 b 10,74 b

RITA® 3,85 a 3,86 a 13,33 a 16,62 a

Los valores indicados con distintas letras difieren estadísticamen-
te (p<0,05) para la prueba de comparación de medias de Tukey. 

En los BIT® permanece una pequeña lamina de medio 
de cultivo que no regresa a su reservorio durante cada 
inmersión (figura 1, e), en el cual los microesquejes de 
guayabo permanecen en contacto permanente con el 
medio de cultivo, pudiendo ocasionar un bajo inter-
cambio entre los explantes sumergidos en el medio 
de cultivo y el recipiente de cultivo. Según Jackson 
(2003) las tasas de difusión de gas son aproximada-
mente 10.000 veces más lentas en el agua que en el 
aire, ocasionando una reducción de en la fotosínte-
sis y respiración. Esta condición pudo incidir en una 
menor inducción de la brotación por ende un menor 
valor de las variables estudiadas (figura 1, f).  En este 
sentido (Orellana, 1998) y Alvard et al. (1993), seña-
la que la falta de oxígeno en el medio líquido es el 
factor limitante y responsable para bajo crecimiento y 
multiplicación de explantes, hecho que es fue eviden-
te para el caso de los microesquejes de guayabo, lo 
cual pudiera estar relacionado con un estrés oxidativo 
producto del incremento de los niveles H2O2 debido 
a los bajos niveles de oxígeno en el medio (Afanador, 
2005). El efecto de la hipoxia en la multiplicación in 
vitro también ha sido señalado en otros cultivos como 
en piña variedad Golden (Molina y Cabrera, 2013), 
Achyrocline flaccida (Ross y Castillo, 2010), Chrybdis 
(Wawrosch et al., 2005) y  pino (Aitken-Christe et al., 
1985). 

En la multiplicación in vitro de Musa AAA cv. Williams 
Giménez y Colmenares (2007) compararon el empleo 
de los dos SIT, el RITA® y un prototipo de SIT muy si-
milar al BIT® y no encontraron diferencias en el índice 
de multiplicación, pero señalan que la mayor diferen-
cia radica en que el costo de los prototipos similares 

a los BIT® es 1/4 del costo de los RITA® además son 
fáciles de mantener y pueden escalarse con facilidad.

Determinación del tiempo y frecuencia de 
inmersión en la multiplicación de microesquejes 
de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-
1840 en sistemas de inmersión temporal tipo 
RITA®

El análisis estadístico detectó diferencias para el factor 
de estudio tiempo de inmersión para todas las varia-
bles estudiadas (tabla 3) y para la interacción tiempo y 
frecuencia de inmersión (tabla 4) para la variable CM, 
luego de seis semanas de cultivo. 

Etienne y Berthouly (2005) señalan que en el cultivo 
en SIT es claro que el tiempo de inmersión es muy im-
portante, ya este gobierna la absorción de nutrientes y 
la expresión de la hiperhidratación de los tejidos.

Tabla 3. Efecto del Tiempo de inmersión en la multiplicación 
de microesquejes de guayabo cultivar Enana Roja Cubana 
EEA-1840 en sistemas de inmersión temporal tipo RITA®. 
NB: número de brotes, ND: número de nudos, CM: 
coeficiente de multiplicación y LB: longitud de brotes.

Tiempo de 
inmersión

NB ND CM LB (mm)

1 min 2,85 b 10,04 b 34,37 b 13,21 b

2 min 3,70 a 13,38 a 52,57 a 15,32 a

Los valores indicados con distintas letras difieren estadísticamente 
(p<0,05) para la prueba de comparación de medias de Tukey.

En este experimento se observó que con un tiempo de 
inmersión de 2 min, los valores de las variables estu-
diadas fueron superiores y estadísticamente diferentes  
(p<0,05) a los obtenidos con el tiempo de inmersión 
de 1 min. Siendo esta tendencia de los resultados simi-
lar a la reportada por Gonzalez et al., (2011) quienes 
encontraron que la tasa de multiplicación de microes-
quejes de Eucalyptus globulus fue significativamente 
mayor al aumentar el tiempo de inmersión de 1 a 2 
minutos. Sin embargo investigadores en otros cultivos  
han encontrado una reducción en la variables de cre-
cimiento y/o en las tasa de multiplicación a medida 
que se incrementa el tiempo de inmersión (Basail et 
al. 2013; Vilchez et al. 2011). Esto demuestra la ne-
cesidad de determinar el tiempo de inmersión para 
cada una de las especies y fases de cultivo en la micro-
propagación, pues del ajuste del tiempo de inmersión 
depende en gran medida la eficiencia del empleo de 
los Sistemas de Inmersión Temporal (Escalona, 2006; 
Berthouly y Etienne, 2005).

Las diferencias encontradas en este experimento en 
la variables evaluadas con respecto al tiempo de in-
mersión pudieran explicarse debido a que a un ma-
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yor tiempo de contacto entre los microesquejes y el 
medio de cultivo proporciona un mayor suministro de 
nutrientes y reguladores de crecimiento a los explan-
tes (Santos et al., 2011), lo que puede maximizar su 
desarrollo (Preil, 2005). Además con cada inmersión el 
ambiente del recipiente de cultivo es renovado con el 
fin de eliminar compuestos volátiles tales como etile-
no (Roels et al., 2006) y promoviendo la recirculación 
de dióxido de carbono necesaria para la fotosíntesis 
mejorando aún más  el metabolismo autotrófico  del 
carbono en las hojas (Aragón et al., 2014). 

El análisis estadístico detectó diferencias para la inte-
racción tiempo y frecuencia de inmersión (tabla 4) en 
la variable CM. Los mayores valores de CM se consi-
guieron con la combinación de tiempo y frecuencia de 
inmersión de 2 min y 3 ó 4 veces al día (51,72 y 62,82, 

respectivamente), siendo estos valores superiores a los 
señalado por De Feria et al. (2003) quien reporta un 
CM de 44,7 utilizando SIT tipo BIT, 20 microesquejes 
como inoculo inicial y un tiempo y frecuencia de in-
mersión de 1 min cada 6 h, pero con una renovación y 
aumento del medio (de 200 mL a 500 mL) de cultivo a 
los 21 días. Etienne y Berthouly (2002), plantearon que 
el movimiento de los explantes dentro del recipiente 
de cultivo durante el momento de la inmersión, elimi-
na en muchos casos la dominancia apical y/o provoca 
la separación de los explantes, con lo cual se favorece 
la producción de nuevos brotes y con ello un incre-
mento del CM. Por otra parte, CM decae si la frecuen-
cia de inmersión disminuye, comportamiento también 
observado en E. globulus por Gonzalez et al. (2013).

Figura 1. Aspecto general de la multiplicación de microesquejes de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-1840 multiplicán-
dose en sistemas de inmersión temporal: (a) multiplicación en BIT®, (b) multiplicación en RITA®, (c) brotación en BIT®, (d) bro-
tación en RITA®, (e) la flecha negra indica la permanencia de una lámina de medio de cultivo luego de cada inmersión y (f) brotes 
que crecieron en la lámina de medio de cultivo.
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Tabla 4. Efecto de la interacción entre el Tiempo y 
la frecuencia de inmersión en la multiplicación de 
microesquejes de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-
1840 en sistemas de inmersión temporal tipo RITA®. NB: 
número de brotes, ND: número de nudos, CM: coeficiente de 
multiplicación y LB: longitud de brotes.

Tiempo de 
inmersión 

(min)

Frecuencia 
de inmersión 
(veces/día)

CM

1 min 3 35,60 c

1 min 4 33,14 c

2 min 3 51,72 b

2 min 4 62,82 a

Los valores indicados con distintas letras difieren estadísticamente 
(p<0,05) para la prueba de comparación de medias de Tukey.

Conclusiones

El cultivo en sistema de inmersión temporal en la fase 
de multiplicación favoreció crecimiento y la proliferación 
de brotes de guayabo cultivar Enana Roja Cubana EEA-
1840. Se determinó que el empleo de sistemas de inmer-
sión temporal tipo RITA® con 3 ó 4 inmersiones al día de 
2 min duración mejoró la inducción de brotes y el coefi-
ciente de multiplicación en la fase multiplicación in vitro.
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