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Abstract 

 

A protocol for the preparation and disinfection of chayote buds and seed material with 

sodium hypochlorite was tested for in vitro culturing. We defined that a total active 

chlorine concentration of 1.2% provided complete sterilization of the explants in a few 

minutes, with high percentages of survival and regenerated plants after aseptic treatment 

of buds (ca. 73.7%) and seeds (ca. 90%). All buds and complete seed were regenerate 

defficiently in MS culture media with or without plant growth regulators after the 

disinfection treatment.  

 

3 Introducción 

 

El chayote (Sechium edule Jacq. Swartz)  es un cultivo nativo de Mesoamérica que 

pertenece a la familia Cucurbitaceae. A nivel mundial México es el principal exportador 

(MBW, 2012) y el estado de Veracruz el mayor productor del país contribuyendo con 

más del 80% de su producción (SIAP, 2012). Los estudios que existen sobre esta 

especie en México y alrededor del mundo pueden agruparsebásicamente en: (1) usos y 

propiedades bioquímicas (Aung et al., 1990; Modgil et al., 2004; Ordoñez et al., 2006; 

(2) botánica, origen y distribución (Newstrom, 1991; Lira, 1996; Lira et al., 1999; Lira 

& Caballero, 2002);(3) caracterización de genotipo y fenotipo (Mercado & Lira, 1994; 

Abdelnour & Rocha, 2008; Cadena et al., 2008; Avendaño et al., 2012); (4)fisiología y 

patología (Vargas, 1987; Valverde et al., 1989; Bernal et al., 2000; Montano, 2000; 

Abdelnour et al., 2006; Cadena et al., 2006;Baiswar et al., 2008; Baiswar et al., 2010), 

y(5)otros tópicos de interés (Albone et al., 1984; Vernieri et al., 1989; Piaggesi et al., 

1997; Lombardi et al., 2007). 

 

Una de estas áreas que se ha explorado pobremente es la del cultivo in vitro. En 

este sentido, Somarribas et al. (1991) fueron pioneros en explorar el tema con Sechium 

edule, trabajando con la propagación de meristemos, ápices y segmentos de brotes, así 

como también fueron los primeros en estudiar y evaluar el efecto de tratamientos de 

desinfección, no obstante, sus resultados no fueron muy satisfactorios ya que reportan 

altos porcentajes de contaminación (73-85%), así como abundante formación de callo 

en todos los tratamientos, lo cual es una gran limitante para la propagación eficiente de 

chayote in vitro. Por otra parte, Abdelnour et al. (2002) presentaron un segundo enfoque 

para la propagación de brotes obtenidos a partir de yemas axilares y cotiledones. 

Adicionalmente, también exploraron algunos tratamientos de asepsia recomendando el 

hipoclorito de calcio como mejor agente desinfectante que el hipoclorito de sodio, pero 

aun con bajos porcentajes de regeneración, sugiriendo que las concentraciones 

utilizadas, el periodo de incubación o el producto mismo pudieron no haber sido 

apropiados para dicho propósito. En reportes más recientes Abdelnour et al. (2006) y 

Alvarenga et al. (2007) usaron hipoclorito de calcio al 4% pero con diferentes tiempos 

de desinfección (6 y10 minutos respectivamente), sin embargo, estos autores no 

reportan el porcentaje de explantes vivos después de la asepsia y solo presentan 

resultados directos de sus tratamientos de regeneración sin considerar que el explante 

puede ser afectado por el procedimiento de desinfección –como fue observado 

previamente en nuestros experimentos con chayote-. Por lo que el paso inicial y 

aparentemente básico para obtener explantes viables y totalmente axénicos ha probado 

ser uno de los obstáculos más difíciles en el establecimiento in vitro del cultivo de 

chayote.  
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Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue desarrollar un protocolo para 

preparar explantes de chayote totalmente asépticos que puedan ser regenerados 

eficientemente mediante cultivo in vitro ya sea por embrión cigótico o por 

organogénesis directa de yemas. 

 

3.1 Materiales y métodos 

 

Material vegetal: Los frutos y plántulas de chayote utilizadas se colectaron alrededor 

de las 7:00 am en huertos del municipio de Huatusco, Veracruz. Todo el material 

vegetal fue transportado a laboratorio dentro de un lapso de 3 horas, conservando las 

plántulas en agua purificada y hielo con 10 gotas de cloro comercial por litro. Las 

plántulas consistieron de tallos completos, de aproximadamente un mes de edad y cada 

uno con cuatro a seis yemas –apical y axilares-, mientras que para el tratamiento con 

frutos éstos se cosecharon entre los 18 y 22 días post-antesis y se utilizó la semilla 

completa y madura (ya sea desnuda o recubierta con pulpa y testa). 

 

Tratamiento de asepsia: Se determinó a priori una solución de desinfección 

con 1.2% de hipoclorito de sodio –NaOCl- (aproximadamente 20% de cloro comercial), 

0.1% de Tween 20
MR

 y 79.9% de agua destilada desionizadaestéril. Todos lo explantes 

(semillas y yemas) fueron evaluados en esta solución usando tres tiempos de exposición 

(5, 15, y 25 minutos) con o sin aplicación de vacío (600 mmHg) y con agitación 

constante a 100 rpm, como se muestra en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Arreglo de tratamientos para la desinfección de explantes. 
Vacío Explante Tiempo de desinfección (min) No. Explantes usados* 

 

 

 

Si 

(600 mmHg) 

 

-

Semillas 

cubiertas 

5 

15 

25 

16 

16 

16 

 

-

Semillas 

desnudas 

5 

15 

25 

16 

16 

16 

 

-Yemas 

5 

15 

25 

11 

11 

11 

 

 

 

 

No 

 

-

Semillas 

cubiertas 

5 

15 

25 

16 

16 

16 

 

-

Semillas 

desnudas 

5 

15 

25 

16 

16 

16 

 

-Yemas 

5 

15 

25 

11 

11 

11 

*Se evaluaron tres repeticiones de este diseño experimental. 
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Antes de los tratamientos la superficie de los frutos fue lavada con detergente 

líquido y agua potable. Posteriormente se les extrajo la semilla ya sea en forma desnuda 

(sin testa ni mesocarpio) o cubierta (incluyendo la testa y aproximadamente 10 mm de 

mesocarpio). Éstas se colocaron en etanol 70% por tres minutos y posteriormente se 

sumergieron en la solución desinfectante. Después del tratamiento, las semillas se 

lavaron tres veces con agua destilada desionizada estéril bajo condiciones axénicas en 

campana de flujo laminar horizontal y luego fueron colocadas en frascos con 50 mL de 

medio MS con vitaminas (Murashigue & Skoog, 1962) complementado con 3% de 

sacarosa y 0.25% de Phytagel
MR

, e incubadas por dos semanas a 25±1°C con 16 h de 

fotoperiodo para observar el porcentaje de germinación de semillas vía embrión 

cigótico. 

 

Para la desinfección de yemas, la unidad experimental fue de una plántula 

completa proveniente de campo con cuatro a seis yemas cada una. En total se usaron 33 

plántulas agrupadas en tres bloques de 11 unidades cada uno, a los cuales se les asignó 

un tiempo de exposición a la solución desinfectante. Este mismo arreglo se aplicó para 

el tratamiento de vacío. Las yemas contenidas en cada plántula fueron disectadas con 

bisturí a una distancia de cinco milímetros arriba y debajo del entrenudo. 

Posteriormente fueron colocadas en etanol 70% y desinfectadas como se describe arriba. 

Después del tratamiento las yemas se colocaron en cajas Petri (100x15 mm) con 20 mL 

de medio MS con vitaminas y se incubaron por dos semanas bajo las mismas 

condiciones señaladas anteriormente. En forma complementaria, las yemas fueron 

probadas bajo dos condiciones: (1) usando como tratamiento testigo el medio MS con 

vitaminas, suplementado con 3% de sacarosa, 0.25% de Phytagel
MR

, y el medio descrito 

por Abdelnour et al. (2002) con algunas modificaciones, conteniendo MS con 

vitaminas, 3.5% de sacarosa, BAP (0.1 mg·L
-1

) y 0.25% de Phytagel
MR

. La unidad 

experimental fue de un frasco con tres a cuatro yemas, las cuales fueron incubadas bajo 

las mismas condiciones señaladas anteriormente y el experimento completo se repitió 

dos veces. 

 

Diseño experimental: El experimento se ajustó a un diseño experimental en 

bloques completos al azar con tres repeticiones. Los resultados fueron analizados 

mediante análisis de varianza (ANOVA) usando el modelo general lineal a través del 

comando “proc glm” del programa estadístico de computo SAS V.8.0,y prueba de rango 

múltiple de Duncan a P≤0.05 para la comparación de medias. 

 

3.2 Resultados y discusión 
 

En un primer bloque, frutos de chayote fueron lavados y disectados bajo condiciones 

asépticas hasta obtener 48 semillas libres de daños, sin testa y mesocarpio. Debido a que 

el embrión cigótico se necesitó para evaluar el porcentaje de germinación, éste no fue 

removido para evitar daños al tejido completo. Las semillas extraídas fueron sumergidas 

de inmediato en una solución de etanol 70% y luego en la solución de desinfección 

usando tres tiempos de exposición (5, 15 y 25 minutos) con o sin vacío y en agitación 

constante. Después del tratamiento de esterilización las semillas fueron cultivadas y 

mantenidas en cámara de incubación por dos semanas a 25°±1°C y 16 horas de 

fotoperiodo. Durante este tiempo no se observó ninguna contaminación por patógenos 

en ningún tratamiento, incluyendo vacío. Sin embargo, en ambos casos el porcentaje de 

supervivencia de semilla fue muy baja (0.4% en promedio).  
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En relación a los tiempos de exposición a la solución desinfectante, el mayor 

porcentaje de supervivencia fue de 10% obtenido después de cinco minutos de 

tratamiento y sin usar vacío. Este problema a supervivencia fue relacionado 

principalmente a los efectos de toxicidad causados por el hipoclorito de sodio, seguido 

por el tiempo de exposición y el explante mismo, lo cual causó problemas de blanqueo y 

destrucción superficial del tejido debido a la acumulación de especies reactivas del 

oxígeno, las cuales causan un estrés oxidativo como señala Benson (2000). Para los 

tratamientos con vacío se observó un incrementó en los efectos del blanqueo. De 

acuerdo con varios autores (Abdul, 1974; Abdelnour et al., 2002; Sugii, 2011), el 

hipoclorito de sodio es un producto recomendado normalmente para la desinfección in 

vitro de explantes, pero para algunas especies este compuesto puede ser tóxico. 

Además, también han reportado que las semillas esterilizadas con NaOCl pueden 

retener suficientes cantidades del agente reactivo como para interferir con la 

germinación y que, aun lavando el tejido varias veces con agua no se elimina por 

completo, de esta manera, el cloro residual es absorbido por el tejido y probablemente 

induce la decarboxilación de ácidos orgánicos, tales como aminoácidos, vitamina C, 

compuestos fenólicos, flavonoides y AIA. Este efecto está estrechamente relacionado 

con la duración del tratamiento de asepsia y el contenido de materia orgánica, más que 

con la concentración del hipoclorito de sodio en sí misma. 

 

Se ha reportado previamente en varias especies que el cultivo de óvulos intactos 

previene los daños al embrión durante el tratamiento de desinfección(Bhojjwani & 

Razdan, 1983; Evans et al., 1986), tomando ésta evidencia, se aplicó el mismo 

tratamiento usandootro bloque de semillas cubiertas con la testa y una porción de 

mesocarpio. Después del tratamiento de asepsia, la testa y mesocarpio se eliminaron 

para extraer la semilla desnuda y cultivarla directamente en medio MS. Para este ensayo 

no hubo diferencia significativa entre la aplicación o no de vacío, obteniendo resultados 

muy favorables con un 90% de germinación de semillas in vitro dentro de un periodo de 

dos semanas (ver Figura 1). Las plántulas obtenidas crecieron completamente 

saludables y no mostraron ningún efecto de blanqueo ni toxicidad por el hipoclorito de 

sodio. El 10% de semillas no germinadas permaneció en estado latente, aunque esto 

parece estar más relacionado con eldesarrollo de la semilla que con los daños por 

toxicidad. Estos hallazgos son relevantes debido a que ningún estudio hasta el momento 

ha reportado valores similares de germinación y/o tiempos de regeneración, así como el 

protocolo para desinfección de chayote usado aquí. En este sentido, la mejor 

aproximación a nuestro trabajo es la presentada por Alvarenga et al. (2007) quienes 

reportaron el aislamiento y desinfección de semillas maduras de chayote usando una 

solución de hipoclorito de calcio (4%) y Tween 20
MR

 durante 20 minutos, no obstante, 

los autores no especifican el número de explantes que sobrevivieron al tratamiento de 

asepsia y solo hacen mención de haber seleccionado los explantes en buena condición 

física y fisiológica para sus experimentos. 
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Figura 3. Germinación in vitro después de la aplicación del tratamiento de desinfección 

a semillas de chayote. 

 
 

De manera adicional, también se exploró si el medio MS con vitaminas y 

reguladores de crecimiento (BAP = 0.1 mg·L
-1

) puede aumentar la eficiencia de 

germinación después de los tratamientos. Después de cuatro semanas no se obtuvieron 

diferencias significativas entre el porcentaje de germinación, así como el desarrollo de 

plántulas a partir de las semillas cultivadas en MS con y sin hormonas. Por tal motivo y 

para propósitos de germinación in vitro de chayote la aplicación de reguladores de 

crecimiento en el medio de cultivo es innecesaria. Estos resultados difieren de los 

reportados previamente por Somarribas et al. (1991) y Abdelnour et al. (2002) quienes 

sugieren que los reguladores de crecimiento son necesarios para alcanzar una 

regeneración efectiva de explantes de chayote cultivados in vitro, no obstante, existe la 

posibilidad de que los resultados de estos autores hayan sido afectados por sus 

tratamientos de desinfección, en tal caso, el uso de hormonas vegetales sería requerido 

para reactivar nuevamente el tejido dañado. 

 

Para la desinfección de yemas el experimento se corrió usando las mismas 

condiciones empleadas para semillas. Los resultados de este ensayo se presentan en la 

Tabla 3.1. 

 

Tabla 3.1 Efecto del tratamiento de asepsia en yemas de chayote provenientes 

de campo. 
Variable (%) Tiempo de desinfección (min.)* 

5 15 25 

Yemas vivas 98.4
a 

100
b 

97.9
a 

Yemas sin ningún daño 73.7
a 

60.5
ab 

57.9
b 

Yemas contaminadas 17.5
a 

4.5
b 

4.5
b 

Yemas blanqueadas 24.7
b 

39.4
b 

40.0
a 

Yemas con brotes 2.0
a
 1.1

a
 1.4

a
 

No. de brotes por yema 1.4
a 

1.1
a 

1.3
a 

Yemas con callo 0.2
a 

0.1
a 

0.6
a 

*Medias con la misma letra en cada fila no son significativamente diferentes de acuerdo a la 

prueba de rango múltiple de Duncan (P≤0.05). 

 

De acuerdo a los resultados del ANOVA, no se encontraron diferencias 

significativas entre los tiempos de desinfección de 15 y 25 minutos, siendo estos 

tratamientos los más eficientes para el cultivo axénico de explantes de chayote con muy 

bajos porcentajes de contaminación (4.5%); sin embargo, después de una semanas de 

cultivo estos tratamientos también mostraron mayor incidencia de explantes 

blanqueados y/o brotes débiles (ver Figura 3.1).  
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Mientras que el tratamiento con el tiempo de exposición de cinco minutos 

permitió obtener un mayor número de yemas totalmente sanas (73.7%).  

 

Figura 3.1 Yemas de chayote contaminada (a), blanqueada (b) y regenerando (c). 

 

Estos resultados fueron superiores a los reportados por Alvarenga et al. (2002) 

quienes evaluaron tres tratamientos de desinfección en brotes vegetativos de chayote 

usando hipoclorito de sodio (2.5%) por seis minutos, hipoclorito de calcio (4%) por seis 

minutos y Xilol (11%) por 30 minutos, reportando porcentajes supervivencia y 

regeneración de explantes en el orden del 22%, 49% y 23% respectivamente. De manera 

similar Abdelnour et al. (2006) ensayaron con hipoclorito de calcio (4%) por seis 

minutos para desinfectar meristemos de chayotes y obtuvieron un porcentaje de 

regeneración del 23% en MS sin hormonas. Para corroborar esto, se ensayaron varios 

tiempos de desinfección así como diferentes concentraciones de NaOCl, incluyendo las 

usadas por Alvarenga et al. (2002), y en todos los caso se observó que a mayores 

porcentajes de hipoclorito de sodio se ocasionaban mayores daños o muerte debido a los 

efectos deblanqueo casi inmediatamente después de la aplicación (datos no mostrados). 

Como observación adicional, los explantes de mayor edad fisiológica (especialmente los 

que presentan el tallo hueco) fueron muy susceptibles a los efectos de blanqueo en todos 

los casos. 

 

3.3 Conclusiones  

 

El uso de hipoclorito de sodio al 1.2% probó ser una concentración conveniente para la 

desinfección de yemas y semillas de chayote provenientes de campo, sin embargo, para 

futuros trabajos se recomienda usar el protocolo de desinfección de semillas con testa y 

mesocarpio presentado aquí y posteriormente obtener plántulas germinadas in 

vitrocomo una mejor fuente de material vegetalaséptico (brotes, yemas o meristemos). 

El medio de cultivo para tal propósito puede ser empleado sin el uso de hormonas 

vegetales ya que estas no son requeridas cuando el tratamiento de asepsia no resulta 

tóxico. El protocolo descrito aquí ha sido aplicado rutinariamente en nuestro 

laboratoriodebido a que permite obtener explantes asépticos en forma segura, eficiente y 

económica, para los diversos experimentos de cultivo de tejidos e ingeniería genética en 

chayote. 

 

 

 

 

 

(c) (b) (a) 
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