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RESUMEN

El cocuy, Agave cocui Trelease, es una especie de importancia agroecoldgica y
econdmica en zonas semiaridas, principalmente por la produccion de licor.
Actualmente, se explotan poblaciones silvestres sin reforestacién ocasionando una
reduccidon de las mismas. Se realizd la evaluacion de diferentes métodos de
desinfeccion superficial de bulbilos con el empleo de combinaciones de hipoclorito de
sodio al 1 y 2% de cloro activo durante 10 y 20 minutos de tratamiento. Como explantes
se utilizaron la base del tallo, la base de las hojas y segmento medio de la hoja. Se
observaron los microorganismos contaminantes. Se evalué la formacion de callos en los
tres explantes mencionados. Los explantes mejor desinfectados fueron la base de la
hoja y los segmentos de las mismas, con 92 y 84%, respectivamente. Como
contaminantes predominaron los hongos. Los mejores resultados en la formacion de
callos fueron en la base de la hoja con un 37,17%.
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DISINFECTION AND CALLUSES ON THREE TYPES OF EXPLANTS AGAVE COCUI
TRELEASE.

ABSTRACT

The cocuy, Agave cocui Trelease, is specie of agro-ecological and economic importance
in semiarid areas, mainly for the production of liquor. Currently, wild populations are
exploited without reforestation causing a reduction them. Evaluation of different methods
of surface disinfection of bulbils with the use of combinations of sodium hypochlorite 1
and 2% active chlorine duration 10 and 20 minutes of treatment. As the stem explants
were used, the base and the segments of the leaves. Contaminating microorganisms
were observed. The calluses formation was evaluated in the three explants mentioned.
The best disinfected explants were the base of the leaf and segments thereof, with 92
and 84%, respectively. As contaminants fungi predominated. The best results in callus
formation were at the base of the blade, with a 37, 17%.

Key words: Agave cocui, callus, disinfection, explant, bulbils.

INTRODUCCION

Las plantas del género agave son importantes desde el punto de vista agroecolégico y
socioecondémico, por los multiples usos de que son objeto (Garcia, Méndez & Talavera,
2010). El Cocuy (Agave cocui Trelease) es una especie de relevancia econémica para
las comunidades de las zonas semiaridas del estado Falcén por la producciéon de licor
de penca (Diaz & Sanchez, 2001).

Debido a esta industria artesanal actualmente se explotan poblaciones silvestres sin
reforestacion, considerando que lo cosechado anualmente es de 80.000 plantas
aproximadamente (Diaz, 2004), y que a esto se le suma el caracter legal que ha
adquirido dicha actividad, lo que ocasiona una reduccién de las mismas. También, por
su naturaleza monocarpica y el capado floral por la herbivoria caprina sus poblaciones
se ven disminuidas.

El A. cocuitiene la particularidad de carecer de rizoma, lo que limita su propagacion por
esta via. Por lo tanto, se requiere alrededor de nueve afios para llegar a ser productiva,
y obtener las dos uUnicas formas de propagacién: semilla y bulbilos. No obstante, la

produccién de frutos suele ser limitada (Lemus, 2001), lo que incide significativamente
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en la densidad de semillas. Caso contrario con los bulbilos que se presentan en gran
cantidad en cada rama florifera (ob.cit), siendo este la principal fuente de propagacion.
Al respecto, Salazar, Gonzéalez & Hernandez (2009), destacan la implementacion de
sistemas de propagacién asexual, a través de la siembra de bulbilos en canteros en
algunos municipios del estado Lara, sin embrago, las mismas se han caracterizado por
presentar una lenta tasa de crecimiento e insuficiente produccion de plantas.

El cultivo in vitro como aplicacion biotecnolégica, ha contribuido a incrementar la
produccién agricola a través de métodos eficiente para la micropropagacién masiva de
plantas. Esta actividad cuenta con un basamento juridico estableciendo en la
Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela en sus articulos 110 y 305, asi
como también en la ley organica de ciencia, tecnologia e innovacién y el articulo 14 de
la ley orgénica de seguridad de la nacién, en las mismas se reconoce de interés publico
la ciencia, tecnologia, el conocimiento, la innovacion y sus aplicaciones, como
instrumentos fundamentales y recursos estratégicos para la seguridad y soberania
nacional.

En cultivos in vitro de agavaceas se han utilizado diversas partes de plantas como:
segmentos de tallo, bulbilos, rizomas, semillas y segmentos de plantas in vitro (Martinez
& Pacheco, 2005). En este sentido, los bulbilos en el A. cocui representan un material
vegetal abundante para ser utilizados como fuente de explantes primarios (Villalobos &
Thorpe, s.f.), no obstante han sido muy pocos los trabajos reportados en propagacion in
vitro del cocuy, usando este tipo de material.

Se propone la propagacion masiva in vitro mediante embriogénesis somatica usando
los bulbilos aéreos, con el propédsito de establecer viveros para resembrar poblaciones
silvestres y establecer plantaciones. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es
determinar el método de desinfeccidén con hipoclorito de sodio mas adecuado para cada

uno de los explantes y evaluar la formacion de callos en los mismos.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion y Genética
Vegetal del Centro de Investigaciones Ecoldgicas de Zonas Aridas (CIEZA), de la
Universidad Nacional Experimental Francisco de Miranda, Coro, estado Falcon -
Venezuela.

Se utilizaron 150 bulbilos de A. cocui proveniente del sector Butare, municipio Colina,
estado Falcon, de los cuales se tom6 una muestra de 31 brotes aéreos que tenian un
peso promedio de 11,39 g y una longitud de 8,82 cm.

En el experimento se empled como medio de cultivo las sales Murashige & Skoog (MS),
las cuales se detallan en la tabla 1, ademas fue complementado con 0,3 mg/L de Bencil
amino purina (BAP) y 2 mg/L de 2,4-D. El pH se ajusté a 5,7 y las variaciones se
regularon con &acido clorhidrico (HCI) y hidroxido de potasio (KOH). EI medio de cultivo
fue suplementado con agar 7g/L y se esterilizé en autoclave marca FANEM a 15 PSI
(103,421 Pa) a 121°C durante 20 minutos.

Se utilizaron placas de petri de 9 cm de diametro, a razén de 20,0 ml de medio de
cultivo. La incubacién se llevé a cabo bajo condiciones de oscuridad. La temperatura de
las camaras de cultivo fue de 27 + 2 grados Celsius.

Constituyentes  Concentracion final en el medio de cultivo

(mg/L)
MS
NH;NO, 1650
KNO3 1900
H:BO; 62
KH,PO, 170.0
KI 0.83
Na2MoO4. 2H20 0.25
CoClI2.6H20 0.025
CaCI2.2H20 440.0
MgSO0,.7H,0 370.0
MnSO4.4H20 223
ZnSO4.7H20 8.6
CuS04.5H20 0.025
Na2-EDTA 372
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FeSO4.7H20 27.80
Tiamina-HCl 0.1
SACAROSA 30g/1
Mio-Inositol 100
Acido Nicotinico 0.5
Piridoxina 0.5
Glicina 2.0

Tabla 1: Medio de Murashige & Skoog (1962)

Todo el material fue manejado de forma aséptica, previo a su ingreso al laboratorio, fue
lavado superficialmente con detergente para la eliminacién de contaminantes triviales y
polvo, posteriormente fueron cortadas y eliminadas las partes de hojas marchitas y
deterioradas.
Se aplicé un disefio completamente aleatorizado con cuatro tratamientos que incluyen
las combinaciones de concentraciones de hipoclorito de sodio al 1 y 2% de cloro activo
y dos tiempos de aplicacién, 10 y 20 minutos utilizados para cada uno de los tres tipos
de explantes. Se emplearon 50 réplicas por tratamiento.
Las partes de los bulbilos que fueron diseccionadas son las siguientes:
A.- Base de las hojas (BH)
B.- Segmento medio de la hoja interna (SH)
C.- Segmento de la base del tallo (BT).
El procedimiento de desinfeccion consistié en:
- Inmersion de los bulbilos con jabdén comercial marca Las Llaves y solucién
jabonosa en agitacion de 5 min, respectivamente.
- Lavado con agua corriente hasta eliminar totalmente los restos de cada jabon,
para luego lavarlos con agua destilada.
- Inmersién con agitacién en los diferentes métodos de desinfeccién por el tiempo
respectivo, luego de los cuales se lavaron 3 veces con agua destilada estéril en
la camara de flujo laminar modelo CF 03, procediendo a la diseccion de los

explante.
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La incubacion se efectu6é en condiciones de oscuridad durante una semana y las
evaluaciones se realizaron a partir de las 72 horas.
Las variables a evaluadas fueron:

- Explantes desinfectados (%).

- Explantes con quemaduras u otros dafos (%).

- Microorganismos contaminantes.

- Formacion de callos (%).

- Coloracién de los callos y consistencia (duros o friables).
Las variables de la formacion de callos se evaluaron a las tres semanas de cultivo
teniendo en cuenta el tipo de explante utilizado.
Las variables expresadas en porcentaje fueron evaluadas estadisticamente segun el
analisis de comparacién de proporciones utilizando el software CompaProWin 2.0.1,
desarrollado por Castillo & Miranda (2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran los resultados del porcentaje de desinfeccién de los
diferentes tipos de explantes de manera separada en cada uno de ellos. En el explante
base de las hojas se obtuvo un 92% de explantes desinfectados en los tratamientos con
hipoclorito de sodio al 2% durante 10 y 20 minutos, con diferencias significativas con
relacién a los tratamientos con hipoclorito de sodio al 1% durante 10 y 20 minutos,
donde se logré un 78% de explantes desinfectados, lo que indica que la inclusion del
hipoclorito de sodio al 2% favorece la obtencion de material in vitro aséptico.
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Tabla 2. Resultados de la desinfeccion de bulbilos aéreos de Agave cocui en cada uno
de los explantes.

Tipo de Métodos de desinfeccion Explantes | Significacion
explante sanos (%) 5%
BH Hipoclorito de Sodio 1%, 10min | 78 £0,06 b
Hipoclorito de Sodio 1%, 20min | 78 0,06 b ’
Hipoclorito de Sodio 2%, 10min | 92 0,04 a
Hipoclorito de Sodio 2%, 20min | 92 0,04 a
SH Hipoclorito de Sodio 1%, 10min | 54 +0,09 b
Hipoclorito de Sodio 1%, 20min | 70 +0,07 ab ’
Hipoclorito de Sodio 2%, 10min | 84 0,05 a
Hipoclorito de Sodio 2%, 20min | 74 0,07 ab
BT Hipoclorito de Sodio 1%, 10min | 12 0,13 ab
Hipoclorito de Sodio 1%, 20min | 6 0,13 b ’
Hipoclorito de Sodio 2%, 10min | 26 0,12 a
Hipoclorito de Sodio 2%, 20min | 6 £0,13 b

Letras iguales en las columnas, no hay diferencia significativa para el 5% de probabilidad de error.

Leyenda: BH: Base de las hojas SH: Segmento medio de la hoja interna
BT: base del tallo.

En el explante de segmento medio de la hoja interna, no se encontraron diferencias
significativas entre los tiempos de exposicion con el hipoclorito de sodio al 2%, sin
embargo, se obtuvo un mayor valor en porcentaje de desinfeccion (74%) en el tiempo
de exposicion de 10 minutos. Los valores mas bajos se obtuvieron con el tratamiento de
hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos, donde s6lo se logré un 54% de explantes
desinfectados. En el explante base del tallo los tratamientos con hipoclorito de sodio no

fueron efectivos para la eliminacién de los microorganismos contaminantes existentes
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como parte de la microflora epifitica que tienen los tejidos vegetales, ya que solo se
obtuvo un 26% en el tratamiento con hipoclorito de sodio durante 10 minutos. Estos
resultados en este tipo de explante sugieren la necesidad de emplear otros métodos de
desinfeccion para la base del tallo.

La base de las hojas fue la parte del bulbilo que mejor respondié a la desinfeccion,
posiblemente por estar menos expuestas a la intemperie, seguido por el segmento
medio de la hoja interna y en ultimo lugar la base tallo.

Los tratamientos del hipoclorito al 1 % y 2 %, donde se obtuvieron los mejores
resultados en desinfeccion para la base de las hojas y segmento medio de la hoja son
satisfactorios para su empleo como método de desinfeccion en otras investigaciones
donde se empleen los referidos explantes.

En todo proceso de establecimiento y condiciones de crecimiento del cultivo in vitro es
necesario cuatro aspectos basicos: asepsia y esterilizacién, eleccion de explantes,
elecciéon del medio de cultivo y buenas condiciones de crecimiento. En lo que respecta
a este acapite, la asepsia y esterilizacién es una condicién esencial en el éxito del
cultivo in vitro, garantia de un buen crecimiento (Ross, Krause & Pagliano, 2008).
Toribio (2005), sefiald que la obtencion de un material estéril es dificil, pese a las
precauciones tomadas, el 95% de los explantes se contaminan sino se tiene una
adecuada esterilizacion del tejido; fundamentalmente cuando el material procede de
condiciones de campo (Sondahl et al., 1994, citado por Alvarez & Silva, 2009), como es
el caso de los bulbilos utilizados para este ensayo.

Las condiciones fisicas en que normalmente se incuban los cultivos conforman un
ambiente propicio para la proliferacién de microorganismos, los cuales compiten con el
explante por el medio de cultivo o lo modifican (Mroginski & Roca, 1991). En este
sentido, Yépez (2001) indica que en estudios de cultivo in vitro el uso vitroplantas
garantizan explantes sanos, ya que este tipo material vegetal establecido en medio de
multiplicacion aséptica no requiere de desinfeccién superficial.

Otros autores han estudiado estrategias de desinfeccion en bulbilos de A. cocui,
provenientes de ambientes no controlados, como es el caso de Salazar et al. (2009),
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reportando eficiencia en el método de desinfeccién, con etanol al 70% durante 1 min, e
hipoclorito de sodio 2,5%, durante 5 min.

No obstante, a través de este ensayo se pudo determinar el método de desinfeccién
superficial mas eficiente para el material vegetal proveniente directamente del campo,
asi como también el explante que mejor respondi6 a la misma.

Como contaminantes microbianos se observaron los hongos filamentosos del género
Penicillium y levaduras. La contaminacion por hongos es uno de los factores que mas
afecta el éxito del trabajo in vitro por lo que su control resulta indispensable para reducir
las pérdidas en este sentido (Alvarez & Silva, 2009).

Por referencia se conoce que el tejido de cocuy es rico en flora levaduriforme,
responsable del proceso de fermentacion (Yegres, F., Fernandez, Padin, Rovero &
Yegres, R., 2003). Estos resultados coinciden con lo sefalado por Uribe y Cifuentes
(2004), que afirman que el principal problema en la etapa de establecimiento es la
contaminacion fangica.

Yegres et al. (2003), aislaron y caracterizaron los microorganismos fermentadores del
licor de cocuy, usando tres medios para la producciébn de biomasa de
microorganismos, un medio sintético y dos medios complejos con melaza y/o vinaza
(destilado del mosto), confirmaron el papel principal de la Saccharomyces cerevisiae
(levaduras, moda = 6x10 um, temperatura éptima de crecimiento de 30 °C, formacion
de ascosporas, asimilacion y fermentacion de glucosa, maltosa, sacarosa y rafinosa) en
el proceso fermentativo espontaneo. Igualmente el efecto favorable del fosfato de
amonio y del azlcar en la productividad de proceso fermentativo.

En este experimento, aunque no se logré la identificacion de las levaduras, es probable
que una de ellas, de acuerdo a los resultados de Yegres et al. (2003), sea del género
Saccharomyces sp., ya que la misma forma parte de la flora levaduriforme del tejido de
cocuy principalmente a nivel del tallo, parte del mayor valor econdémico para la
produccién del licor de cocuy, por lo que no es descartable que el medio de cultivo rico
en azucar y nitrogeno provoque el rapido crecimiento de las levaduras, impidiendo la

absorcién de estos nutrientes por los explantes vegetales cultivados, situacion que
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provoca su muerte, tal como lo senalan Pedroza & Montes (2008) para el caso de la

levadura Rodhotorola en explantes de Hypericum goyanesii.

La aparicidon de quemaduras en los explantes se hizo visible en la segunda semana de
cultivo in vitro. En la tabla 3 se presentan los resultados del porcentaje de explantes con
quemaduras. No hubo diferencias significativas entre el tratamiento de hipoclorito al 1%

durante 20 minutos y los tratamientos de hipoclorito al 2%, en el explante base de las

hojas.

Tabla 3. Porcentaje de explantes de bulbilos de A. cocui con quemaduras en cada tipo

de explante.

Explante Tratamientos E’fﬂggﬁtzfn Slg“';'%ac'on
Hipoclorito de sodio 1%, 10
min 20,14 b
Hipoclorito de sodio 1%, 20
in 18+0,12a .
BH Hipoclorito de sodio 2%, 10 12 +013 a
min —
. . H 0
Hipoclorito dr?ﬂiodlo 2%, 20 10 £ 0,13 ab
. . H 0
Hipoclorito dr?ﬂiodlo 1%, 10 12 0,13 ab
Hipoclorito de sodio 1%, 20 4+013b
min 7 *
SH Hipoclorito de sodio 2%, 10 16+012 a
min —
Hipoclorito de sodio 2%, 20
min 8+0,13 ab
Hipoclorito de sodio 1%, 10
min 0x0b
Hipoclorito de sodio 1%, 20
o min 100,13 a
Hipoclorito de sodio 2%, 10 | 17, 0134 ’
min —
Hipoclorito de sodio 2%, 20 12+0,13 a
min

Letras iguales no hay diferencia significativa para el 5% de probabilidad de error.
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Leyenda: BH: Base de las hojas SH: Segmento medio de la hoja interna BT: base
del tallo.

No obstante, el tratamiento de hipoclorito al 1% durante 20 minutos arrojé un valor
superior de 18%. En el explante segmento medio de hoja las quemaduras estuvieron
entre un 16 y un 4%, sin diferencias significativas entre los tratamientos con hipoclorito
de sodio al 2% durante 10 y 20 minutos y el de hipoclorito de sodio al 1% durante 10
minutos. Entre todos los explantes en el que menos quemaduras se observo fue en la
base de los tallos, quizas relacionado con ser un tejido mas coraceo y duro.
Es de destacar, que las partes de los bulbilos que presentaron mayor deterioro fueron la
base y el segmento medio de hoja; al respecto Pedroza & Montes (2005), indican que
la toxicidad generada por un agente desinfectante sobre un tejido depende de su clase
y procedencia porque estos efectos pueden diferir de un organismo a otro, 0 como en
este caso de un 6rgano a otro.
Entre los esterilizantes utilizados en cultivos de tejido vegetal estan: hipoclorito de
calcio, hipoclorito de sodio, alcohol etilico, cloruro de mercurio, antibiéticos y cloramina
T. (Toribio, 2005), los cuales se emplean para la eliminacion de los contaminantes
microbianos de la superficie de los explantes a través de la inmersién de estos en
dichas soluciones (Alvarez & Silva, 2009).
El hipoclorito de sodio (NaClO) es uno de los agentes desinfectantes mas empleado
debido a su poder germicida y los pocos efectos de toxicidad en los tejidos, sin
embargo ocasionalmente puede causar necrosis y muerte de los mismos (Lépez, F.,
Murcia, Lépez, P. & Valencia, 2010; Albany, Vilchez, Sierralta, Molina & Chacin, 2006).
En la tercera semana de cultivo se observd la formacién de callos. En la figura 1 se
presentan los resultados, donde fueron superiores en el explante base de las hojas con
un 31,7% de respuesta, mostrando diferencias significativas con el explante segmento
medio de la hoja donde se obtuvo un 14,2%.
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Letras diferentes. Diferencia significativa para el 5% de probabilidad.

Figura 1. Porcentaje de formacion de callos en los tres tipos de explantes cultivados in
vitro. Leyenda: BH: Base de las hojas SH: Segmento medio de la hoja interna BT:
base del tallo.

En los explantes se formaron callos friables, sueltos, de color blanco (Figura 2), cuya

aparicion estd asociada al corte realizado en las partes base de las hojas y segmento
medio de hoja.
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Figura 2. Aspecto del callo obtenido de consistencia friable.

El explante base de tallo no mostré ninguna respuesta callogénica, debido a la alta
contaminacion por levadura.

Los resultados en la formacion de callos coincide con lo obtenido por Azarte & Mejias
(2011) en la especie A. angustifolia Haw, donde detectaron la formacién de callos de
color blanco cremoso, de consistencia suave y friable cultivados bajo condiciones de

oscuridad.

CONCLUSIONES

El método de desinfeccion mas adecuado para la base de las hojas y segmento medio
de hoja, con mas del 84 %, en ambos explantes fue hipoclorito de sodio al 2 %.

Los microorganismos contaminantes que causaron mayor incidencia fueron los hongos.
En la base de las hojas y segmento medio de la hoja fue donde ocurrié la callogénesis,
pero un mayor porcentaje de callos se presenté en el explante base de las hojas.
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