Propagacion Vegetativa in vitro del Chayote (Sechium
edule (Jacq.) Sw.). Fase de Establecimiento’

ABSTRACT

By meristem, apex and shoot segment culfures, which
centained an axillary bud, possibilities for obtaining rapid in
vilro propagation in chayoie (Sechium edule (Jacg.} Sw.) was
explored. It became apparcnt that therc existed a strong
tendency to form callus indistinctly between the types of
explant employed. It was found that shoot apices showed the
best growth response. Complete plantlets were repencrated
in Murashige and Skoop mediam, suplemented with 1 mg
.01 ANA, 0.3 mp .0 I BA and 0,2 mg .0 17 K. The meor-
phogenic responges were studied histologically.
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INTRODUCCION

N1 chayote es un producto no tradicional de
{ exportacion de Costa Rica, apetecido en mer-
- cados internacionales.  Los paiscs compradores
poscen normas rigurosas para la calidad de los produc-
tos que importan. Desde este punto de vista, ¢l chayote
no es la excepeidn y los problemas {ilosanitarios son
con frecuencia una limitante a su cxportacidén. En
consecuencia, es prioritario un trabajo de mejoramicnio
genético, mediante el cual se puedan seleccionar Lipos
mds productivos y de mejor calidad; sin cmbargo, la
investigacion en csta drea es incipicnte.

El chayote pertencce a la familia de ias
cycurbitdceas y es una planta aldgama, gue causa la
produccidn de descendencias hclerogéneas.
Poblaciones homogéneas, previamente seleccionadas,
pueden obtenerse medianie propagacion asexual La
experimentacion del uso de esqucjcs on este aspecto cs
escasa. Una alternativa scria cstablecer una
metodologia para la micropropagacion del chayote,
utilizando varias partes de la plantacomo explante, para
poder obtener su multiplicacion asexual rdpida.
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COMPENDIO

Mediante ¢l cultivo de meristemas, dpices y segmentos de
talio con una yema axilar, se cxploré Ja posibilidad de lograr
una multiplicacién ripida in vitro del chayote (Sechinm edule
(Jacg.) Sw.). Se observé una fugrte tendencia a fa formacion
de callo, indistintamente del tipo de explante utilizado. Se
determind gue los dpices fueron los explantes que mostraron
mayaor respuscsta af crecimiento. Se abtuvieron plantas com-
pletas en medio Murashige v Skoog suplementado con 1 mg
OFTANA 03 mg .0 1 BA and 0.2mg .0 11K, Los patrones
de wmorfopénesis observados fueron cstudiados
histotégicamente,

Palabras clave: Sechinm edule, micropropagacion

Otros representantes de esta familia han sido es-
tudiados y cultivados in vitro (17, 18).  Asi, por
cjemplo, Jelaska (8, 10) informé sobre la induccitn de
callo y la diferenciacion de embrioides a partir de
segmentos de hipocdtilo en Cucurbita pepo, oblenidos
de plantulas germinadas in vitro. Jelaska (8) también
logrd [a formacidn de embrioides en C. pepo por medio
de} cultivo de secciones de un cotileddn. Este autor, en
la mayoria de sus experimentos, utilizé ¢l medio de
Murashige v Skoog.

Nadolska y Malepszy (14) usaron come explanies
secctones de hojas de Cucumis sativies 'y obtuvicron
plantas enteras al inocular los explantes en medio de
Murashige v Skoog mds 0.1 mg - O 11 de ANA y
cinetina. Otros autores (11) han informado la
induccitn de callo en varias cucurbiticeas, usando
como explanies, cn la mayoria de los casos, 1os
cotitedones o cl hipocétilo

Coutts v Wood (4) aislaron protoplastos de .
sativies y, luego, obluvieron respucsta organogénica al
obscrvar la regeneracion de raices.  Recientemente,
Alvarengay Villalobos (1) propusicron ia metodologia
in vitro como una allernativa para la conservacion de
germoplasmade § edule. Aligual que otros miembros
de importancia ccondmica de la familia Cucuorbitaceae,
el chayote no ha sido investigado in vitro. Segin
Felaska (9, 11}, es posible lograr éxito en cucurbitdceas
despucs de una adecuada seleccién y manipulacion de
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explanies y apropiadas condiciones de cultivo. Toman-
do esta sugerencias en consideracién, en este trabajo,
se tratd de invesligar las bases para establecer una
adecuada metodologia para una micropropagacion
ripida y eficiente de esta verdura.

MATERIALES Y METODOS

Los explantes utilizados (meristemas, dpices, seg-
mentos de tallos con yema axilar), provenian de plantas
establecidas en el campo en el drea de colecciones vivas
del CATIE (Cabiria). Para cada serie experimental se
muestred una sola planta, con el propdsito de minimizar
el error debido a Ia heterogeneidad dcl material. Una
vez escogidas las plamas donadoras de explanies,
fueron atomizadas cada cinco dias durante dos meses
con una mezcla de fungicidas con base en Benlate (Du
Pont® Benomyl = Melil-1-(butilcarbomil)-2- ben-
zimidazol-carbamato) y Ridomil (Ciba-Geigy® N-
(2.6-Dimetilfenil)-N- (l etox;ac,eizf) alanina metil
éster)endosisde1g-01" y2g- o1 respectivamente.
Aestamezclase le agregd 1.5m - 017 de Triton (Rohm
and Hass® surfactanie) como adherente.
Simultineamente se aplico el insecticida metilparation
endosisde 3 ml’

Luego, en laboratorio, se practicaron cuatro
tratamientos desinfectantes con 50 repeticiones cada
uno:

— dpices y segmentos de tallo se colocaron durante 15
min en solucidn acuosa de Savlon 0.5% (Imperial
Chemical Industries® Cetrimida 15%, gluconato de
clorohexidina 1.5%). Posteriormente, el material
permanecid 1 h en solucion de Benlate 1 S5g-01
Ridomil 1.5g - OF "mds Triton 2ml - 017! Dcspues
se lavd tres veces con agua destilada CSLCTII;

~ mmaterial se sumergié en Savlon ai 0.05% durante 20
min, se lavd con agua y se transfirid a la mezcEa de
Benlate 0. 05 g 01", Ridomil 0. OSg 01" y Triton
2ml o1t por espacio de 15 min;

- porciones de tallo con su yema axilar se colocaron
en una solucidn de hipoclorito de calcio al 5%
durante 15 minutos. Después fueron lavados tres
veces con agua destilada esiéril. Este tratamiento se
practicG (inicamente para segmentos de tallo de 1.5
¢m de longitud;

- material fue sumergido en alcohol de 70% por
espacio de 10 segundos. Luego [uc pueslo en
solucidn de bicloruro de mercurio (HgC12) al 0.1%
durante un minulo; inmediatamente se lavs el
maierial tres veces con agua destilada csiéril y se
sumergié en hipoclorito de sodio (blanqueador
comercial "Ajax cloro" diluido 1:1) (2.5%), ms tres

gotas de Tween 20, durante 10 minutos. Por dliimo
se lavd el material tres veces con agua destilada
cstéril.

En condiciones asépticas, en una campana de flujo
laminar, se inocularon los explantes en el respectivo
medio de cultivo. Se utilizaron tubos de vidrio de
100 mm x 23 mm que contenian alicuotas de 10 ml de
medio cada uno. Se usd ¢l medio basal de Mmash:ge
y Skoog (13), mids inositel 100 mg € I glicina
Zmg 0OF dCldO nicotinico 0.5 mE - 01", piridoxina
0.5 mg - o1t Jtiamina 0.1 mg - (}E ,riboflavina 0.1 mg

017, sacarosa 30 000 mg -0 it . v los reguladores cle
CI"CCEm]CTElO AlA, ANA, BA, GA?,, desde 0.1 mg - or!
hasta5mg - I soEos y en combinaciones. La consis-
iencia semisdlida del medio se logrd con la adicidn de
7000 mg - 01" de Bacio-Agar (Difco). El pH se ajusté
a 5.8 y luego el medio fue esterilizado en autoclave
durante 15 min a 1 5 kg de presidn por em® (121°C).

Después de su inoculacion, los explantes fueron
incubados en un ambicnte controlado: 27°C durante el
dia, 25°C durante la noche, fotoperiodo do 16/8 h,
ttuminancia de 3000 lux al nivel de los cultivos y
humedad relativa del 80 por ciento.

Durante la incubacion de los cultivos se determind
el desarrollo, brolacidn y enraizamicnto de yemas
axilares; el crecimiento de meristemas y apices;
formacidn de callo; porcentaje de supervivencia del
material, de conlaminacidn de los cxplantes, y del
grado de oxidacién del material. Ademds, para estudiar
histolégicamente las respuestas obscrvadas en ¢l
malerial cultivado in vitro, se practico ¢l método usuoal
de infihracién en paralina, coric con micrdtome y
microscopfa de luz (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

E] alio porcentaje de contaminacion endogena del
malerial escogido y tratado como explanie (Cuadros |
y 2} limitd ¢l establecimiento de las metodologias de
micropropagacién de S edule cn csic cxperimento,
Constantine {3) manifestd que la contaminacion ocurre
usualmente por una inadecuada manera do irabajar en
condiciones asépticas, por ¢l nso de una insuficiente
desinfeccidn superficial del explante y por la presencia
de microorganismos enddgenos. En este experimento
el porcentaje de contaminacién aumentd conforme se
incrementd el lamafio del explante utilizado. El prin-
cipal problema {uc la aparicidn de bacterias endofiticas
que causaron coniaminaciones blanguecinas o rojizas;
leego ocurrid la muente de los explantes. Resultados
similares fueron obtenidos por Alvarenga y Villalobos
{datos sin publicar, 1988), al wabajar con cultivo de
apices para ¢l establecimiento de un banco de ger-
moplasma in vitro.
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Cuadro 1. Resultados de la contaminacién in witro
después de  diferentes intervalos de
jincubacién, en explantes tratados y no
tratados con [Fungicidas sistémicos en el
campa.

Tratamicnto Material Dias de Contaminacién
incubacidn (%)

Sin tratamicnto Apices y

en €] campo meristemas 6 47
15 65

30 82

Yemas laterales 6 7i

15 75

30 83

Con tratamiento  Apices y

en ¢l campo meristemas & 38
15 62

30 70

Yemas laterakes 6 52

15 70

30 5

En cuanto al cultivo de meristemas, éstos s¢ desar-
rollaron lentamente y no sc logrd observar
diferenciacién de un véastago compieto. Fue muy evi-
dente 1a tondencia a la formacion de callo con los
{ratamientos: a? Smg-0 1" AlA; b]) 2mg 0 it AIAf
+05mg O ANA+1Img O K;e)Smg 01
AlA+2mg. 01 Kyd)05mg 01" ANA+ 1 mg-
01" K. Resultados similares han sido informados por
otros autores (7, 12) con otros representantes de fa
familia Cucurbitaceae.

Los dpices de aproximadamente 5 mm de tamafio,
crecieron lentamente debido, posiblemente, a ia inter-
ferencia por contaminacién. Se notd tlambién una ten-
dencia hacia la formacion de callo y algunos explantes
desarrollaron raices cuando el medic fue enriquecido
con auxinas, especialmente ANA. Sc logré un
crecimiento relativo de 3 cm en dos meses de cullivo,
en un medio Murashige v Skoog, supiementado con
Img -0 ANA+03mg 01 BA+02mg-0T
K+05g-0 1" de carbon activado; no se observé
rizogénesis. En algunos cultivos (22%) sc notd una
pérdida de coloracion verde en hojas y tatlos, los que
se toriaron amarillentos, luego blanquecinos y
iraslicidos (vitrificacion) y posteriormenic necrélicos.

En ¢l cultivo de segmentos de 1allo con la yema
axilar, fue evidente la formacion de raices alimenticias

Cuadro 2. Efecto de varios iratamicotos desinfectantes en explantes de chayote {Sechium edule (Jacq.) Sw.) cultivados in vitro

(N = 50).
Tratamicnlo Explante Tiempo Contaminacién Explantes
de cultivo (d} {%) limpios (%)
A* #pices y segmentos de 75 25
tallo con yema axtlar
B** pices y segmentos de 73 27
taflo con yema axilar
Crxs Segmentos de talio con 85 15
yema axilar
Deee dpices y segmenlos de B2 18
tallo con yema axilar
Notas:
* Savlon (Cetrimida 15%, gluconato de clorohexidina 1.5%) 0.5% durante 15 min; mds permanencia durante una hora en solucidn
de Benlate 15 gt?, Ridomil 1.5 g1, Triton 2 ml1"; mds tres lavados con agua estéril.
* Savlon al 0.059 durante 20 min; mds dos lavados con agua cstéril; mds tratamiento.con la mezcla Benlate 0.05 gt Ridomil 0.05
g1’y Tritén 2 mlI" por espacio de 15 min; mds dos lavados con agua estéril.
Hes Hipociorito de calcio al 5% durante 15 min; mds tres lavados con agua estéril.

vs4+  nmersién cn alcohol de 70% por espacio de 10 5; mds permanencia en solucidn de bicloruro de mercurio (HgCi2) al 0.1% durante
un minuto; mis tres lavados con agua estéril; mds inmersiSn de 10 min en hipoclorito de sodio 2 5%; mis tres lavados con agua

estéril
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Fig 1.

lcm

Explaniede §. edule constituido por un segmento de tallo
con yema axilar, despuds de dos meses de cultive La
yema se transforma en ue brote, sc inician rafces en la
base, en que se nota hinchamiento y formucién de cal-
losidades

P

y la aparicion de callo en la base del explanie (Fig. 1).
Examenes histoldgicos demostraron que este callo se
iniciaen célulasepidérmicas y subepidérmicas (Fig. 2).
Al dividirse éstas, se forman células con dimensiones
muy superiores a las células madres. En un estado mas
avanzado (Fig. 3) se aprecia que la parie externa de
callo es morfolégicamentc similar a la del siber. La
posicion cn seric de las células hijas, especialmenie
cerca de la superficie, confirma este hecho.

Leyenda:
Cel: células cpidérmicas y subepidérmicas modificadas
(iniciales de callo).
Cla: clorénguirna
Col: colénquima angular
Epi: epidermis
Esc: esclerénquima lignificado.

Fig 2 Corle transversal del wlie de § edule in vitro. ¢l cual
muestra el inicio de a formacion de callo.

Turrialba Vol. 41, No. 4, 1991, pp. 338-544
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Leyenda:

Esc:  csclerénquima lignificado
Hen:  hendidura,

Par:  parinquima medular,
Per:  peridemis en formacién

Fig.3. Corie transversal del allo de S. edule in vitro en que se
rola formacion avanzada de callo

En la Fig. 3 aparcce una hendidura en la superficie
del callo. Tales hendiduras, que comesponden a los
surcos del tallo, pueden transformarse en canales
profundos en un cstado mds avanzado del callo. En
‘dichos canales (Fig. 4) las células expuestas al aire son
derivadas tipicamente de células cambiales del tipo
felégeno, con amplia capa de suberina en la pared
exlerna; estos cambios no se observan cn un tallo
crecido en el campo (Fig, 3).

En caso de una rafz joven producida en medio de
cultivo (Fig. 6), ésta muestra poca diferenciacion. Al
envejecer (Fig. 7) se diferencia la estructura tetrarca.
Sin embargo, no se distinguen bicn la endodermis y el
periciclo, como ocurre en una raiz desarrollada cn suelo
(Fig. 8). Perola mayor diferencia entre una raiz in vitro
y una formada en el campo, 1a constituyen los pelos
radicales cortos y exageradamente inflados y defor-
mados.

Se estudio también la anatomia de la hoja de un
explante con 25 d de permanencia cn cultivo in vitro
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Leyenda:
Can: hendidura en forma de canal
Flo: floema
Sub:  suberizacion

Fig 4. Coric ransversal del tallode S. edule invitro  Sc aprecia
la presenciade hendiduras en forma de cansles profundos
y suberizacion en las céiulas superficiales dei callo

(Fig. 9). Al hacer la comparacion con una hoja desar-
roflada cn condiciones naturales (Fig. 10), y del mismo
gsiado de madurez, se aprecia en la primera que la
superficie adaxial muestramayor densidad de tricomas,
lo que s debe a la superficic de Ja ldmina muy reducida.
L.os parénguimas no se difercnciaron bicn y mostraron
hipertrofia. El mesdfilo parece parénquima fundamen-
{al, sin espacios acriferos grandces y pocos cloroplasios;
y no sc observaron estomas (Fig. 9).

Las anteriores observaciones concucerdan con los
resultados de otros awtores (2, 5, 6, 16), los cuales han
encontrado que condiciones in vitro lavorecen cambios
anatémicos y morfolégicos cn los cxplantes,

CONCLUSIONES

En csta investigacion los cxplantles que prescntaron
una mayor capacidad de morfogénesis, y que posi-
bilitarian la micropropagacidn del 5 edule, [ueron los
dpices y segmentos de tallo con una yema axilar. Sin
embargo, st desinfeccidn superficial resuhtd dificil, in-
cluso después del ratamicnto repetido de Ia planta ma-
dre con fungicidas sistémicos antes de la excisién, o
después de un tratamicnio de sumcrsion en cstos fun-
gicidas.
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e
200um

Leyenda:

Col: colénquima, Cut: cuticula, Epi: epidermis, Esc: esclerén-
quima muy lignificado, Med: paréngquima de Ja médula

Fig. 5 Corle wransversat del tallo de §. edule crecido en el
carmpo.

Leyenda:

End: endodermis.
Pfl: protofloems.
Pxi:  protoxilema

00gm ’ 8 :
Riz: rizodermis.

Fig. 6. Corte wansversal de una rafz in vitro muy joven de §.
edule,

Leyenda:

End: endodermis

Flo: fioema.

Pel:  pelos absorben-
tes {radicales)

Per:  periciclo

Riz: rizodcrmis

Fig 7. Corle ransversal de ena raiz in vitro vicja de §. edule

Leyenda:

End: endodermis.

Flo: foema.

Pel:  pelos absorbentes
(radicales)

Per: pericicto

Riz: rizodermis

Xil:  xijema

Fig 8 Corte transversal de una raiz adulia de § edule crecida
en el campo

Leyenda:

Epi: epidermis
Flo: floema
Mes: parénguima
CSPORjOsD
madificade.
Par:  parénquima
palisddico
madificado.
Tri:  tricomas
trvin Xil:  xilema,

Fig 9 Corle wansversal de uaa hoja adulia de explanic in vitro
de § edule.

L.eyenda:

2 Col:  colénquima,
s ipis epidermis
inferior.
Eps: epidermis
superior
Flo: flocma.
Pes:  parénguima

CSPON;DSe.
Ppa: parénquinma

palisddico
I tricoma.
Xil:  xiferna

Fig 10. Corte transversal de una hoja adulta crecida en campo de
3. edule
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Elefecto de faadicidn de reguladores de crecimiento
al medio debe ser criticamente observado para evitar la
tendencia hacia la formacion de callo, la cual limitaria
la obtencidn de una multiplicacién clonal. Se encontrd
que, a menor tamaiio de explante utilizado, menores
fueron los problemas de contaminacidn, pero resultd en
una deficiente respuesta morfogénica. No huho
presencia o interferencia en el desarrollo de los explan-
tes causada por liberacidn y oxidacidn de polifenoles.

El menor crecimiento se produjo en ¢l medio sin
reguladores de crecimiento, lo cual sugiere que los
reguladores exdgenos son necesarios para un rapido
desarrolio in vitro del dpice del chayote.
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