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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad determinar la respuesta de brotes de chayote [Sechium edule
(Jacq.) Sw.] ala aplicacion de acido indol butirico (AIB) y &cido-3-indol acético (AlA) en la fase de enraizamiento.
Se estudio el efecto de tres medios de cultivo, modificados a partir del propuesto por Murashige y Skoog
(MS): 1- Sales MS al 65%, 2- Sales MS al 65% + 0.05 mg I de &cido indolbutirico (AIB), y 3- Sales MS al
65% + 3.0 mg I de acido-3 indolacetico (AlA). Las variables evaluadas fueron: nimero de raices, longitud y
numero de brotes por plantula in vitro. El mejor resultado se logré al utilizar el medio de cultivo MS al 65%
con 3.0 mg I* de AIA. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05), entre tratamientos que contenian
los reguladores de crecimiento, para las variables nimero de raices y longitud de plantulas in vitro. En la
accesion UNA-730 la induccién de raices se produjo en un medio de cultivo con sales MS al 65% sin
reguladores de crecimiento; sin embargo, cuando se adiciond AIA o AIB la induccidn fue del 100%. Las
diferencias indicadas en la induccion de raices en el presente trabajo probablemente son el resultado conjunto
del genotipo y las condiciones especificas de cultivo.
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Effects of IAA and IBA on the in vitro rooting of stem cuttings of
Sechium edule (Jacqg.) Sw

ABSTRACT

This investigation was carried out with the objective of evaluating the response of shoots of chayote [S.
edule (Jacq.) Sw.] to the application of indole-3-butyric acid (IBA) and indole-3-acetic acid (IAA) on the in
vitro rooting phase. The effect of three culture media, modified from the proposed of Murashige and
Skoog (MS) was studied: 1- 65% MS salt base, 2- 65% MS salt base + 0.05 mg I of indolebutyric acid
(AIB) and 3- 65% MS salt base + 3.0 mg I"-3-indole acetic acid (IAA). The variables evaluated were:
number of roots, length and number of shoots per in vitro seedling. The best result were obtained when
using 65% MS salt base with 3.0 mg I of IAA. Significant differences (P<0.05) among treatments
containing growth regulators was obtained for the variables number of roots and length of in vitro plantlets.
In the UNA-730 accession root induction was obtained in a 65% MS salt base culture medium without
growth regulators; however, when IAA and IBA was added the induction was 100%. The differences
identified in this work with regards to the root induction were probably the combined result of genotype
and specific culture conditions.
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INTRODUCCION

El chayote [Sechium edule (Jacg.) Sw.], es
una cucurbitacea de origen mesoamericano,
la cual presenta en la regién una riqgueza
importante en diversidad genética, usos y
elementos etnobotanicos (Brenes et al.,
2003).

La importancia socioecondmica del chayote en
Costa Rica se debe a la diversidad de recetas
gue se pueden realizar al utilizar frutos, raices y
guelites, alo cual se sumala generacion de empleos
directos e indirectos para satisfacer la creciente
demanda en los mercados internacionales mediante
el establecimiento de cultivos comerciales
(Somatrribas et al., 1991; Brenes et al., 2003).
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Ademaés, es un importante alimento basico, facil
de digerir, bajo en calorias y uno de los vegetales
mas baratos disponibles para los grupos de
escasos ingresos (Newstrom, 1985).

En Mesoameérica la actividad de produccion de
chayote se ha convertido en una fuente importante
de divisas para Costa Rica y México (Lira, 1996),
lo cual se refleja también en la mayor atencién
gue estos paises brindan a la investigaciéon
agron6mica y biotecnoldgica en esta especie.

El chayote es una planta albgama que produce
descendencias heterogéneas; no obstante, se
pueden obtener poblaciones homogéneas de
genotipos méas productivos y de mejor calidad
mediante propagacién asexual a través de la
macropropagacion (esquejes) o por
micropropagacion (Somarribas et al., 1991). Esta
Ultima se convierte en la alternativa mas viable
para la propagacion de clones selectos, pues la
experimentacion utilizando esquejes no escomun
(Somarribas et al., 1991) y las iniciativas de
conservacion ex situ llevadas a cabo en bancos
de germoplasma en campo han fracasado (Lira
et al., 2008).

Las técnicas de cultivo in vitro en chayote son
herramientas importantes para la conservacion
de germoplasma, el mejoramiento genético y la
produccion de semillas. Si bien es cierto que en
Costa Rica se han logrado avances importantes
en esta materia (Somarribas et al., 1991;
Alvarenga y Morera, 1992; Brenes et al., 2003;
Alvarenga-Venutolo et al.,, 2007), no se han
realizado estudios especificos para analizar en
condiciones de cultivo in vitro, la respuesta de
los brotes de chayote al enraizamiento, en
presencia de diferentes tipos de auxinas.

Puesto que la emergencia y desarrollo de raices
en los sistemas de cultivo in vitro, esta
frecuentemente influenciada por el tipo de auxina
afiadida al medio de cultivo, el presente trabajo
tuvo como finalidad, determinar la respuesta de
brotes de chayote a la aplicacion de &cido indol
butirico (AIB) y acido-3-indol acético (AlA) en la
fase de enraizamiento.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Los explantes usados para iniciar el cultivo in
vitro fueron obtenidos de una planta
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correspondiente a la accesion UNA-730, de una
coleccién de germoplasma de chayote
[Sechium edule (Jacq.) Sw.], ubicada en la
Finca Experimental Santa Lucia, de la
Universidad Nacional (UNA), Santa Lucia,
Barva, Heredia, Costa Rica (Coordenadas
geograficas aproximadas 10°01' 20.07" N - 84°
06' 35.54" 0).

Se consideraron como explantes microestacas
de 5.0 mm de longitud, aproximadamente. Para
el proceso de desinfeccion los explantes fueron
inmersos por 45 minutos, en una solucién de
Benlate (0.5 g I'Y), estreptomicina (0.15 g 1% y
oxitetraciclina (0.015 g I'%), después de lo cual
fueron lavados tres veces en agua destilada.
Seguidamente se colocaron en una solucién
de hipoclorito de calcio al 4.0% por 15 minutos
y Se enjuagaron tres veces en agua destilada
estéril, en la cAmara de flujo laminar previo a
colocar los explantes en el medio de cultivo.
Para la fase de establecimiento, se empleé
el medio de cultivo propuesto por Murashige
y Skoog (1962) (MS) con las sales al 65%,
0.2 mg I'* de 6-bencil amino purina (BAP) y 0.3
mg I de acido giberélico (AG,).

Una vez establecidas las microestacas, a los
dos meses se realiz6 un subcultivo a un nuevo
medio de cultivo, de igual composicion al citado
anteriormente, para inducir la brotacién, la cual
se completé a los dos meses de iniciado este
subcultivo.

Para estudiar la capacidad de enraizamiento in
vitro, se tomaron brotes de aproximadamente 1.0
cm de longitud, provistos de dos yemas: una
apical y otra axilar. Los tratamientos evaluados
fueron tres medios de cultivo, modificados a
partir del medio de cultivo basal MS:

1- Sales del medio de cultivo MS al 65%,

2- Sales del medio de cultivo MS al 65% +
0.05 mg I'* de AIB,

3- Sales del medio de cultivo MS al 65% + 3.0
mg It de AlA.

En cada caso se adicionaron al medio de
cultivo 30 g I'* de sacarosa y 2.4 g It de
Phytagel. El pH de las soluciones de los medios
de cultivo se ajusté a 5.8 antes de su
esterilizacion.

Se utilizaron frascos cilindricos de vidrio con un
diametro de 5.5 cm, y una altura de 9.5 cm, con
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capacidad de 175 ml de volumen,
aproximadamente, en los cuales se dispensaron
20 ml del medio de cultivo elaborado.
Posteriormente, fueron esterilizados a una
presion de 15 1kg cm2y 121°C por 15 minutos,
en una autoclave vertical.

Luego, se colocé un brote en el medio de cultivo
contenido en cada frasco y este se ubico, junto al
resto de frascos, en un cuarto de crecimiento con
un fotoperiodo de 16 h (proporcionada por tubos
fluorescentes de luz fria, intensidad luminica de
2000 lux) y 8 h de oscuridad, a 19 °C por cinco
semanas, al cabo de las cuales se realiz6 la
evaluacion de la formacion de raices.

Para el ensayo se us6 un disefio experimental
irrestricto al azar, en el cual se estudiaron tres
tratamientos con diez repeticiones. La unidad
experimental estuvo constituida por un brote
colocado en un medio de cultivo contenido en
un frasco de cultivo.

Las variables evaluadas fueron las siguientes:
namero de raices, longitud (cm) y nimero de
brotes por plantula in vitro. También se registré
como dato de referencia, el porcentaje de
brotes con emision de raices.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
Andlisis de Varianza previa normalidad de los
datos y homogeneidad de varianzas y se
analizaron en el Statistical Analysis System
(SAS) (SAS Institute Inc. 1996), y para los casos
en los cuales se registraron diferencias
significativas, se aplicé la Prueba de Tukey de
diferencia entre medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los brotes de chayote en el medio de cultivo
MS al 65% sin reguladores de crecimiento
produjeron raices en un 90%; mientras que en
los casos en los cuales se adiciond AlAo AIB al
medio de cultivo, la produccién de raices se
observd en el 100% de los brotes (Tabla 1).
Respecto a la respuesta morfogenética de la
produccion de raices in vitro, en ausencia de
auxinasy con variantes en la concentracion de
sales del medio de cultivo MS, los resultados
de este trabajo coinciden con referencias
previas de otros autores. En este sentido,
Abdelnour et al. (2002) en los cultivares ‘13’,
‘Claudio’ y ‘JM’ el cultivo de brotes de chayote
en ausencia de enraizadores indujo el
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surgimiento de raices. No obstante, al utilizar
AIB observaron que el porcentaje de plantas
enraizadas aumento6 al 100%. Igualmente, en
ausencia de reguladores, en un medio de cultivo
MS a 22°C, Alvarenga (1990) obtuvo un 50% de
enraizamiento, mientras que Somarribas et al.
(1991), encontraron rizogénesis al complementar
el medio de cultivo basal MS, con auxinas,
principalmente &cido naftalenacético (ANA). No
obstante, la inclusion de ANA, BAP, kinetina y
carbén activado en el mismo medio de cultivo
no produjo enraizamiento.

Por otra parte, los resultados apoyan los
informados por Abdelnour et al. (2002) quienes
evaluaron los porcentajes de enraizamiento
utilizando un medio de cultivo MS completo y
diferentes cultivares en ausencia de enraizadores.
Estos autores en los cultivares ‘13’ y ‘Claudio’
obtuvieron un porcentaje de enraizamiento del
69% Yy 85%, respectivamente, en ausencia de BA.
Sin embargo, al utilizar el cultivar ‘13’ en el
mismo medio de cultivo (MS 100%) con 0.1 mg
1y 0.2 mg I* de AIB se obtuvo un 100% de
enraizamiento con un promedio de 8.9 y 9.7
raices por planta, respectivamente, mientras
gue en ausencia de AIB el porcentaje de
enraizamiento se redujo a un 75% con un
promedio de 1.8 raices por planta.

Esta respuesta fue documentada por Hurtado
(1994) quien argumento que el estrés derivado
de las bajas concentraciones de sales del
medio de cultivo MS, estimulan el surgimiento
de raices en las plantulas in vitro. Ademas,
estos resultados apoyan el trabajo de Rai et al.
(2012) quienes afirmaron que la formacién de
raices se favorece al disminuir la concentracion
de iones de nitrégeno en el medio de cultivo.

La estrategia de disminuir la fuerza iénica del
medio de cultivo basal MS y complementarlo
con auxinas ha sido ampliamente utilizada para
la induccién e incremento del porcentaje de
raices en cucurbitaceas (Rai et al., 2012;
Sangeetha y Venkatachalam, 2013). Por el
contrario, algunos investigadores obtuvieron
mejores resultados de enraizamiento al utilizar
medio de cultivo MS conformado por la totalidad
de las sales complementado con al menos una
auxina (Ugandhar et al., 2011, Thiruvengadam
et al., 2012;). Sin embargo, en otras
cucurbitaceas la ausencia de reguladores de
crecimiento favorecio el enraizamiento (Pal et
al., 2007).
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Tabla 1. Efecto de AIB y AlA sobre el enraizamiento in vitro de brotes de Sechium edule (Jacq.) Sw.

Medio de cultivo  No. brotes con NUmero de Longitud de plantula  Numero de brotes

raices (%) raices por in vitro por plantula in vitro
plantula in vitro (cm) *

MS 65% 90.0 34a 4.70 ab 50a

MS 65% + 0.05

mg I'* de AIB 100.0 5.1ab 3.45a 3.7a

MS 65% + 3.0

mg I'* de AIA 100.0 6.7b 5.60 b 50a

Probabilidad* 0.0087 0.0033

Medias en cada columna con diferente letra difieren (P<0.05), segun Prueba de Tukey. n=10

* Probabilidad asociada al andlisis de varianza.

Se presentaron diferencias significativas entre
tratamientos para las variables nimero de
raices (P=0.0087) y longitud (P=0.0033). La
adicién de 3.0 mg de AIA al medio de cultivo
MS estimul6 en casi el doble el nimero de
raices (P< 0.05), mientras que con 0.05 mg I*
de AIB el incremento en esta variable fue de
1.5 veces, respecto al medio de cultivo MS
65%, sin embargo, esta diferencia no fue
significativa. De igual forma, la diferencia entre
los tratamientos con auxinas para la variable
namero de raices no fue significativa (Tabla 1).

En lo que se refiere a la variable longitud de la
plantula in vitro, no se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento que contenia
MS 65% y los otros dos con auxinas. Sin
embargo, entre los tratamientos con auxinas
se presentaron diferencias significativas, donde
la adicién de 3.0 mg I'* de AIA propicié un 62%
mas longitud de plantula respecto al MS 65% +
0.05 mg I*AIB.

Si bien los resultados indicaron que se puede
obtener un alto porcentaje de plantulas in vitro
con emisién de raices, incluso en ausencia de
reguladores de crecimiento, debe considerarse
la importancia de otras variables tales como el
nimero de raices formadas, la longitud y
funcionalidad de éstas, pues segun Alvarenga
et al. (1999), la aclimatizacion exitosa de las
plantulas in vitro de chayote depende de una
longitud apropiada de éstas (no menor a 8.0
cm), y de la presencia de un sistema radical
bien desarrollado. En el presente trabajo, al
considerar de manera conjunta estas dos
variables, se perfila como mejor tratamiento el
correspondiente a MS 65% + 3.0 mg It de AlA,

pues se obtuvieron los mayores valores en
ambos casos. En efecto, a pesar de que este
tratamiento no presenté diferencias
significativas con el MS 65% + 0.05 mg I de
AIB, respecto al nimero de raices formadas,
sifue superior a él en cuanto a la longitud de la
plantula in vitro. Estos resultados podrian
explicarse, al menos parcialmente, por lo que
sefiala Hurtado (1994), quien indic6 que el AIA
y otras auxinas naturales no se acumulan en
grandes cantidades a nivel celular, debido a que
existen procesos naturales de inactivacién y
degradacion de las auxinas enddgenas, los
cuales son menos eficientes actuando sobre
auxinas sintéticas como el AIB. Lo anterior
puede conducir a una mayor acumulacion de
este tipo de reguladores, llegando incluso a
niveles de toxicidad lo cual podria ser
comprobado posteriormente.

En cuanto a los resultados con el uso del AIA
en el presente ensayo, estd documentado su
efecto estimulante sobre la respiracion y la
sintesis de proteinas, lo que repercute en un
efecto benéfico sobre el crecimiento de la
plantula (Ashmore, 1997). Sin embargo, hay que
considerar la especificidad de la accién de
esta auxina con el cultivar de chayote
analizado, pues el uso de AIB esta
ampliamente referido en muchas cucurbitaceas
por su accidn efectiva durante la fase de
enraizamiento (Sangeetha y Venkatachalam,
2013). Al respecto, Abdelnour et al. (2002)
informaron un 100% de enraizamiento cuando
utilizaron este mismo regulador para los
cultivares de chayote analizados. Por lo tanto,
es probable que la variacién de las respuestas
rizogenéticas indicadas en este trabajo sean
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el resultado del genotipo y las condiciones
especificas de cultivo.

CONCLUSIONES

La adicion de 3.0 mg I* de AIA al medio de
cultivo MS, estimulé la produccion de raices (P<
0.05) e incrementd la longitud de las plantulas
in vitro de chayote (P<0.05). La auxina AIB
mostré resultados inferiores al AlA, a pesar de
sus semejanzas en cuanto a funcion. La
diferencia méas evidente se mostro en la longitud
de las plantulasin vitro, lo cual sugiere que a pesar
de la naturaleza auxinica de ambas sustancias,
el origen sintético del AIB podria relacionarse
con una disminucién de sus efectos benéficos
sobre el enraizamiento de brotes.
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