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RESUMEN

El cocuy, Agave cocui Trelease es importante para las zonas
semiáridas del centro-occidente de Venezuela. Involucra
sistemas de producción tradicional de licor, jabón,
conservas, entre otros. Soportando económicamente
muchas familias en el estado Lara. La producción se basa
en plantas creciendo naturalmente, con suplencia de
materia prima limitada. Para aumentar la disponibilidad
de plantas e incrementar la actividad económica de estas
comunidades rurales, sistemas de propagación asexual han
sido implementados, con una tasa de crecimiento lenta y
la producción de plantas no cubre la demanda. Un sistema
de propagación in vitro usando yemas axilares se ha esta-
blecido. Las yemas se colocaron en medio Murashige y
Skoog (MS) suplementado con tiamina (1 mg l-1), ácido
nicotínico (1mg l-1), piridoxina-HCl (1 mg l-1), mio-inositol
(100 mg l-1), BA (1 mg l-1), ANA (1 mg l-1) sacarosa (30 g l-1)
y Agar (5g l-1). Cuarenta explantes fueron cultivados en
10 ml del medio de cultivo, y sembrados en la oscuridad
por 7 días. Las yemas se transfirieron a luz fluores-
cente (16,95 W.m-2), 28±2 °C y fotoperíodo de 16 h. Los
brotes fueron evidentes 1 mes posterior al cultivo in vitro,
y 6 brotes en promedio se observaron por yema cultivada.
La tasa de brotación aumentó cuando la temperatura subió
a 40 °C. Plantas completas se obtuvieron en medio sin
hormonas. El transplante a suelo (1:1:1 de suelo:arena:
aserrín de coco) permitió la aclimatación de las plantas en
1 semana. Todas las plantas tuvieron morfología normal,
por lo que el cultivo in vitro de yemas axilares se puede
decir es un método eficiente para propagar A. cocui
Trelease.
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SUMMARY

The cocuy, Agave cocui Trelease is an important crop for
the semiarid zones of the central-west part of Venezuela.
It is involved in a traditional production systems for liquor,
soap, preserves, among others. It is the economical support
of many families in Lara State, Venezuela. Normally, the
production was based in naturally occurring plants, so
supply of plants is limited. In order to increase plant supply
and improve the economical activity of these rural commu-
nities, asexual propagation systems have been implemented
with slow growth rate and plant production not enough to
satisfy the demand. A mass propagation system using
axillary buds have been established. Buds were placed on
Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with
thyamine (1mg l-1), nicotinic acid (1mg l-1), pyridoxine HCl
(1mg l-1), inositol (100mg l-1), BA (1mg l-1), ANA (1mg l-1)
sucrose (30 g l-1) and Agar (5g l-1). Forty explants were
cultured in 10ml of culture medium, and were placed in
the dark for 7 days. Buds were placed under fluorescent
light (16.95 W.m-2), at 28±2 °C and a 16 hr photoperiod.
Shoots were observed 1 months after culture, an average
of 6 shoots were observed for each cultured axillary bud.
Sprouting ratio was increased when temperatures was
increased to 40 °C. Complete plants were obtained by
transferring shoots to medium with no hormones.
Transplant to soil (1:1:1 soil:sand:coconut sawdust)
allowed plants to be acclimatized in 1 week. All plants
have normal morphology. As a conclusion axillary bud in
vitro culture can be referred as an efficient method to
propagate A. cocui Trelease.
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INTRODUCCIÓN

El cocuy, Agave cocui Trelease, es un cultivo autóctono
de Venezuela, y es importante para las zonas semiáridas
del centro-occidente de Venezuela. Este cultivo, invo-
lucra un sistema de producción tradicional de varios
productos, tales como licor, jabón, conservas, y muchos
otros usos. Es el soporte económico de muchas familias
de los estados Lara y Falcón en Venezuela, estando
presente su uso desde épocas precolombinas (González-
Batista, 2000).

La producción tradicionalmente se basa en plantas
creciendo naturalmente, por lo que la suplencia de
materia prima es limitada. A fin de aumentar la dispo-
nibilidad de plantas de cocuy e incrementar la actividad
económica de estas comunidades rurales de bajos
recursos, pertenecientes a los municipios Urdaneta,
Iribarren y Torres del estado Lara, algunos sistemas de
propagación asexual, tal como la siembra de bulbilos
en canteros, han sido implementados; sin embargo, la
tasa de crecimiento es lenta y la producción de plantas
no es suficiente para satisfacer la demanda, ocasionando
la utilización indiscriminada de las poblaciones natu-
rales, con el consecuente riesgo de pérdida de la diver-
sidad biológica.

La multiplicación in vitro a través de yemas o meris-
temas, es una estrategia que permite la multiplicación
masiva de plantas, las cuales además de ser genética-
mente uniformes e idénticas a la planta madre, tienen
la ventaja de ser plantas libres de patógenos.

En el caso particular de Agave, Tapati (1992) observó
la micropropagación de Agave sisalana. Vargas y García
(1996) señalaron que para A. sisalana los segmentos de
hojas y las yemas axilares eran los tejidos más ade-
cuados para la inducción de respuestas morfogenéticas
in vitro.

Estos autores establecieron que para obtener brotes a
partir de las yemas axilares deberían sembrarse los
explantes en medio conteniendo las sales MS (Murashige
y Skoog, 1962) suplementadas con BA (2 mg l-1) y ANA
(0,1 mg l-1).

Más recientemente, Hazra et al. (2002) establecieron
las condiciones para la regeneración in vitro de esta
especie, a través de organogénesis indirecta partiendo
de tejido foliar. Rodríguez-Garay et al. (1996) obtu-
vieron embiogénesis somática en Agave victoria-
reginae. Por su parte, Enríquez del Valle et al. (2005)

encontraron que el uso de ácido indol acético y las sales
del medio de Schenk e Hildebrandt (1972) estimularon
el crecimiento de los brotes de Agave angustifolia y la
producción de mayor número de raíces.

En el caso de A. cocui Trelease, Mogollón et al. (2003)
estudiaron el efecto de dos reguladores de crecimiento
en el enraizamiento in vitro de cocuy. Yepez et al. (2001)
establecieron una metodología para la propagación de
cocuy a partir de organogénesis indirecta utilizando
segmentos de hojas. Todas estas metodologías implican
la formación de un callo, lo cual es fuente de variabilidad
genética (Skirvin et al., 1994).

Este trabajo se basó en la obtención de un protocolo
para la regeneración de Agave cocui Trelease, basado
en el cultivo in vitro de meristemas provenientes de
yemas axilares, como estrategia para la obtención
masiva de plantas, que apoyen el desarrollo socio-
productivo de las comunidades.

MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo se realizó en la Unidad de Biotecnología
Vegetal del Centro Nacional de Investigaciones Agrope-
cuarias (INIA-CENIAP) en Maracay. Se usaron yemas
adventicias provenientes de bulbilos del escapo de
plantas de cocuy (A. cocui Trelease) procedentes de la
zona de Guamuy en el municipio Urdaneta del estado
Lara, Venezuela. Las yemas axilares se removieron
y se desinfestaron inicialmente en etanol 70% durante
1 min, y posteriormente en una solución de hipoclorito
de sodio 2,5% i.a., durante 5 min.

El exceso de desinfectante se removió, bajo condiciones
de flujo laminar de aire esterilizado, con tres lavados
sucesivos con agua destilada esterilizada. A las yemas
axilares se le eliminaron los primordios foliares exter-
nos, hasta obtener un explante de aproximadamente
0,5mm, consistiendo del domo meristemático y de 1 a
3 primordios foliares. Los explantes se sembraron en
tubos de ensayo de 25x150mm conteniendo 10 ml de
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado
con tiamina (1 mg l-1), ácido nicotínico (1 mg l-1),
piridoxina-HCl (1 mg l-1), mio-inositol (100 mg l-1), BA
(0, 0,1 y 1 mg l-1), ANA (0, 0,1 y 1 mg l-1) sacarosa
(30 g l-1) y agar (5g l-1).

Se sembraron bajo un diseño completamente aleato-
rizado en un factorial 3x3. Cada tratamiento constó de
10 explantes. Los tubos se colocaron en la oscuridad
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por 7 d. Las yemas se colocaron posteriormente bajo
luz fluorescente (16,95 W.m-2) a 28±2 °C y un
fotoperíodo de 16 h. Se midió el porcentaje de supervi-
vencia, la tasa de crecimiento, número de brotes, número
de plantas completas. Los tratamientos se realizaron por
triplicado.

Las plantas obtenidas se transplantaron a una mezcla
1:1:1 de suelo: arena: aserrín de coco, en una cámara
húmeda 100% HR. Las plantas regeneradas fueron
regadas interdiario alternando una solución conteniendo
¼ de las sales MS y agua esterilizada. Cada 2 d se fueron
abriendo agujeros en la cámara húmeda para la adap-
tación gradual de las plantas a las condiciones ambien-
tales.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El cultivo de yemas axilares permitió la supervivencia
de 100% de los explantes sembrados, lo cual indicó que
la estrategia de desinfección empleada fue eficiente en
prevenir la aparición de microorganismos contami-
nantes. Sin embargo, sólo 40% de los explantes se
mantuvieron verdes 4 semanas posteriores a la siembra,
correspondientes, principalmente, a los tratamientos con
altas dosis de BA. Esta respuesta posiblemente se deba
a las altas concentraciones de las citoquininas (BA) las
cuales se han señalado que incrementan el contenido
de clorofila a través de la diferenciación de cloroplastos,
y en consecuencia la capacidad fotosintética (Davies,
1995). Debe tomarse en cuenta que el efecto beneficioso
de las citocininas en el mantenimiento de la coloración
verde de los tejidos parece estar relacionada con el
efecto del genotipo, ya que, Bairu et al. (2009) obser-
varon un efecto acelerador del ennegrecimiento de
ápices caulinares de Harpagophytum procumbens al
estar presente en el medio de cultivo cualquier cito-
cinina. Los mismos autores encontraron que la presencia
de cualquier auxina potenciaba el proceso de oscureci-
miento de los explantes.

Los explantes que no mantuvieron el color verde, se
necrosaron en las primeras dos semanas de cultivo in
vitro. El lavado sucesivo de los tejidos que comenzaron
a presentar oscurecimientos, con soluciones antioxi-
dantes (Acido cítrico 500 mg l-1, Acido Ascórbico 1 g l-1,
DTT 10 mM o DIECA 2 g l-1), no inhibió el proceso de
oscurecimiento en aquellos tejidos que lo exhibieron.

La respuesta in vitro favorable de las yemas apicales
como fuente de explante en Agave ya fue estudiado por

Vargas y García en 1996. Estos autores también
señalaron el efecto beneficioso del medio MS suple-
mentado con BA y ANA para la formación de brotes.

Al analizar el efecto del medio de cultivo sobre el creci-
miento de los explantes de cocuy se obtuvo que los datos
de distribuyeron normalmente (Coeficiente de Shapiro-
wilk 0,92). El análisis de la varianza reveló diferencias
estadísticamente significativas entre los tratamientos,
con un R2 = 0,93 y el coeficiente de variación de 30%.
Un mes posterior a la siembra in vitro, los meristemas
sembrados en el tratamiento con 1 mg l-1 de ambos
reguladores de crecimiento mostraron el mayor creci-
miento (ver Cuadro), siendo notorios a simple vista, con
un desarrollo inicial de coloración verdosa (Figura 1).

El resto de los tratamientos mostraron un crecimiento
mucho menor para el mismo período de tiempo, por lo
que se decidió continuar con los medios MS suplemen-
tados con 1 mg l-1 de BA y 1 mg l-1 ANA. En el caso de
A. cocui Trelease los resultados difieren de los obtenidos
por Vargas y García para la formación de brotes en A.
sisalana, requiriéndose en el caso de cocuy la mitad de

CUADRO. Crecimiento de explantes de yemas
axilares de cocuy (A. cocui Trelease) a
los 21 días de ser cultivados in vitro en
medios con diferentes combinaciones
de ANA y BA.

Tratamiento Incremento en tamaño
ANA (mg l-1) BA (mg l-1) de los explantes (mm)

0 0 0,00 ± 0,00d*

0 0,1 0,42 ± 0,38bcd

0 1,0 0,75 ± 0,25bc

0,1 0 0,00 ± 0,00d

0,1 0,1 0,83 ± 0,29bc

0,1 1,0 1,25 ± 0,25ab

1,0 0 0,33 ± 0,58cd

1,0 0,1 1,33 ± 0,29ab

1,0 1,0 2,83 ± 0,29a

(*) Letras iguales indican que no hay diferencias estadísticamente
significativas entre los tratamientos según la prueba de media de
Tukey (α=0,05).
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que una vez formado el primordio radical, posiblemente
bajo el control de auxinas y etileno, las citocininas sinte-
tizadas en el ápice radical controlaban la dominancia
de la raíz principal inhibiendo el crecimiento de las
raíces laterales.

Se obtuvieron 415 plantas en el primer ciclo de cultivo,
8 semanas posteriores a la siembra in vitro, de las
cuales 300 se transplantaron a una mezcla 1:1:1 de
arena:tierra:aserrín de coco y se adaptaron gradualmente
a las condiciones de humedad y luminosidad. El porcen-
taje de plantas adaptadas en esta fase fue de 60%, y las
pérdidas de los explantes principalmente se debió a
daños en el sistema radical, el cual se desprendía con
facilidad. Dos semanas posteriores al transplante al
suelo, las plantas se colocaron a crecer en condiciones
de umbráculo, donde presentaron la morfología típica
de las plantas de cocuy (Figura 6 a, b y c.). El porcentaje
de supervivencia al trasladar las plantas ya endurecidas
a condiciones de umbráculo fue del 100%, donde las
plantas exhibieron una morfología normal.

CONCLUSIONES

- La propagación de A. cocui Trelease a partir de yemas
axilares es una estrategia efectiva para la propa-
gación masiva de esta especie.

- Permite la regeneración de plantas completas de apa-
riencia normal, en un lapso de 8 semanas.

- Las yemas apicales deben cultivarse in vitro en un
medio MS suplementado con BA y ANA a 1 mg l-1

respectivamente.

- Para la inducción de las raíces los brotes regenerados
deberán transferirse a un medio desprovisto de
reguladores de crecimiento, donde se producirán
raíces de apariencia normal.

- La eficiencia del proceso de transplante a suelo
dependerá en gran medida de la calidad del sistema
radical.
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