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RESUMEN

Objetivo/Antecedentes. La desinfeccion de las semillas de Agave es un paso cru-
cial en el cultivo in vitro para prevenir la contaminacion, la cual puede ser causada
por microorganismos como bacterias, hongos y virus que pueden afectar el cre-
cimiento de las plantulas y reducir la tasa de germinacién de las semillas. Por lo
tanto, la desinfeccion adecuada de las semillas es esencial para garantizar un cre-
cimiento vegetal vigoroso y saludable. El objetivo principal de esta investigacion
fue: evaluar 12 tratamientos para generar un protocolo eficiente de desinfeccion in
vitro en semillas de seis especies de Agave mezcalero y un pulquero con desinfec-
tantes y combinaciones diferentes.

Materiales y Métodos. Los desinfectantes utilizados fueron; Peroxido de Hidro-
geno al 3 % por 24 h, Hipoclorito de Sodio comercial al 5 % (v/v) por 5 min, Hipo-
clorito de Calcio al 8 % (p/v) por 15 min, Sulfato de Cobre (PENTAMAX®) al 30 %
(v/v) por 10 min, Cloruro de Mercurio II al 0.1 % (p/v) por 10 min.

Resultados. Los microorganismos contaminantes identificados fueron cuatro géne-
ros de hongos: Monilinia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., y Alternaria alterna-
ta, una bacteria; Bacillus sp., y una levadura, Schizosaccharomyces sp.

Conclusion. El mejor tratamiento para la desinfeccion de las semillas fue Peroxido
de Hidrogeno al 3 % por 24 h en combinacion con Sulfato de Cobreal 30 % (v/v)
por 10 min y Cloruro de Mercurio II al 0.1 % (p/v) por 10 min, obteniendo un 100
% de desinfeccion y logrando que germinaran todas las especies.

Palabras clave: Hongos, bacterias, métodos de desinfeccion, contaminacion, ger-
minacion.
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INTRODUCCION

El género Agave es uno de los mas representativos de México, con alrededor
de 211 especies, de las cuales 159 tienen presencia en nuestro territorio, es decir,
75.3 % del total (Garcia ef al, 2019). De ellas se obtienen diversos productos como
alimentos, bebidas y fibras, entre otros (Garcia, 2007). Sus usos en México estan
ligados al desarrollo econdmico, social, cultural y ecolégico de numerosas pobla-
ciones. En las ultimas décadas, el 4gave ha tenido un creciente auge social y eco-
némico por ser utilizado como materia prima para la elaboracion de bebidas alco-
holicas fermentadas y destiladas como el pulque, el mezcal y el tequila. En México,
se recolectan varias especies de agave silvestre para destilar mezcal entre las cuales
destacan A. marmorata, A. karwinskii, A. potatorum, A. angustifolia, A. cupreata,
A. horrida y para la elaboracion del pulque se recolecta una sola especie, A. sal-
miana. De acuerdo a la lista roja de la Union Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza y Recursos Naturales (IUCN) y la Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales (SEMARNAT) el Agave se ha vuelto presa de sobre-colecta
a través del saqueo ilegal. La falta de propagacion sexual han reducido las pobla-
ciones silvestres y amenazan la variabilidad y estructura genética en los cultivares,
ademas que la inflorescencia es removida usualmente para asegurar la acumulacion
de azucares en la pifia, impidiendo eventualmente la formacion de semillas (Pena
et al. 20006), lo que confirma la necesidad de preservar el germoplasma de estas
especies en peligro de extincion y amenazadas a partir de semillas, mediante es-
trategias basadas en el desarrollo y optimizacion de protocolos para desinfeccion y
propagacion in vitro.

La desinfeccion de las semillas de agave es un paso crucial en el cultivo in vitro,
ya que el éxito de los sistemas de propagacion depende en gran medida del control
y prevencion de la contaminacion. Los fitopatdgenos provocan pérdidas cuantiosas
de material vegetal en los procesos productivos o de investigacion.

El propoésito de desinfectar la semilla es erradicar microorganismos contami-
nantes presentes en la cubierta de la semilla y embrion, asi las plantas que se obten-
gan estaran libres de bacterias y hongos asociados a las semillas. Ademas de preve-
nir la contaminacion y las enfermedades, la desinfeccion de las semillas de Agave
también puede mejorar las tasas de germinacion, la cual es esencial para el éxito
del cultivo in vitro de Agave, ya que una tasa de germinacion baja puede afectar la
eficiencia y productividad del proceso de cultivo in vitro (Zurita et al., 2014; Flores
et al., 2019) Por lo tanto, es importante seguir los procedimientos de desinfeccion
adecuados para garantizar el éxito del cultivo logrando mejorar la calidad, sanidad,
rendimiento y conservacion del germoplasma.|

Actualmente, se han reportado diversos protocolos de desinfeccion de semi-
llas en especies como A. victoria reginae (Dominguez et al., 2008; Ramirez et al.,
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2008), 4. fourcroydes (Monja, 2013), A. angustifolia (Arzate et al., 2016), A. mar-
morata (Alvarez et al., 2020) y A. tequilana (Delgado et al., 2021), en los cuales
la mayoria de los autores coinciden en el uso de Etanol e Hipoclorito de Sodio y
Calcio. Sin embargo, en Agave no se ha reportado el uso de Cloruro de Mercurio
(HgCl,), Peroxido de Hidrogeno (H,0,) y fungicidas, asi como la tasa de contami-
nacion y los microrganismos contaminantes encontrados los cuales en grandes por-
centajes encarecen la produccion, por lo que, al contar con un protocolo eficiente
de desinfeccion puede ayudar a reducir estos costos.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar 12 tratamientos (Cuadro 2) para
generar un protocolo eficiente de desinfeccion in vitro en semillas de seis especies
de Agave mezcalero A. marmorata, A. karwinskii, A. potatorum, A. angustifolia,
A. cupreata, A. horrida y un pulquero A. salmiana, utilizando cinco desinfectantes
que permitan una amplia desinfeccion: Peroxido de Hidrogeno (H,0O,), Hipoclorito
de Sodio comercial (NaClO), Hipoclorito de Calcio Ca(ClO),, Sulfato de Cobre
(PENTAMAX?®), Cloruro de Mercurio II (HgCl,) y Etanol (C,H O).

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Biologia Molecular Ve-
getal, ubicado en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Fitomejo-
ramiento de la Facultad de Ciencias Agricolas, de la Universidad Autonoma del
Estado de México, Campus Universitario “El Cerrillo”, Toluca, Estado de México.

Material bioldgico. Se utilizaron semillas maduras de siete especies de Agave,
colectadas en diferentes Estados de la Reptblica Mexicana en un periodo de 1 a 7
afios, conservadas en un banco de germoplasma durante su almacenamiento (Cua-
dro 1).

Cuadro 1. Especies de Agave y datos de colecta de las semillas de agave.

Especie Lugar de colecta Fecha
Agave horrida Ocuilan, México 2015
Agave salmiana Acambay, México 2015
Agave karwinskii Oaxaca, México 2017
Agave potatorum Oaxaca, México 2017
Agave marmorata Oaxaca, México 2017
Agave angustifolia Zacualpan, México 2019
Agave cupreata Puebla, México 2021

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 3
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Desinfeccion del material biolégico. Se evaluaron 12 tratamientos con soluciones
desinfectantes y combinaciones diferentes (Cuadro 2) mas un testigo (T0), selec-
cionados con base a los reportes obtenidos en la desinfeccion de semillas de otros
géneros, los cuales presentaron resultados aceptables para desinfeccion (Flores et
al., 2008; Billard et al., 2014; Tamayo et al., 2017; Campos et al., 2020; Zuiiga y
Beauregard, 2020). Los desinfectantes utilizados fueron; Peroxido de Hidrogeno
(H,0,) al 3 % por 24 h, Hipoclorito de Sodio comercial (Cloralex® al 4 %) (Na-
ClIO) concentracion final de 5 % v/v) por 5 min, Hipoclorito de Calcio Ca(ClO),
al 8 % (p/v) por 15 min, Sulfato de Cobre nombre comercial PENTAMAX® al 30
% (v/v) por 10 min, Cloruro de Mercurio II (HgCl,) al 0.1 % (p/v) por 10 min. Se
evaluaron los 12 tratamientos con 10 semillas por tratamiento (cada semilla se con-
sideré como una unidad experimental) y para cada tratamiento se consideraron tres
repeticiones, evaluandose un total de 390 semillas por especie (considerandose un
control). Se monitoreo el experimento cada semana, durante un periodo de 30 dias.

Inicialmente las semillas se colocaron en tubos Falcon estériles con capacidad
de 50 mL y fueron lavadas con 15 mL de agua de 6smosis estéril mas 1 mL de ja-
boén comercial (Axion®) y dos gotas de Tween 20® por 15 minutos manteniéndolas
en agitacion; pasado el tiempo se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.
Seguidamente, se sumergieron en 15 mL de etanol al 70% (v/v) por un minuto y se
enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. Posteriormente, se aplicaron los

Cuadro 2. Tratamientos de desinfeccion evaluados en siete especies de Agave.

Disinfectantes
Tratamiento Sulfato de Cobre HgCl, al Ca(ClO), NaClO H,0,
30 % viv 0.1 % p/v al 8 % p/v al 5 % v/v al 3%
0 *Control treatment
1 15 min
2 5 min
3 15 min 5 min
4 24 h
5 10 min 15 min
6 10 min 5 min
7 10 min 15 min 5 min
8 10 min 24 h
9 10 min 10 min 15 min
10 10 min 10 min 5 min
11 10 min 10 min 15 min 5 min
12 10 min 10 min 24 h

Sulfato de Cobre (PENTAMAX®); HgCl, = Cloruro de Mercurio II; Ca (C1O), = Hipoclorito de
Calcio; NaClO = Hipoclorito de Sodio; H,0O, = Peroxido de Hidrogeno. *Testigo (Sin ningtin
desinfectante).
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tratamientos de desinfeccion, las semillas se mantuvieron en agitacién constante en
todos los tratamientos y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril después
del tiempo de aplicacion de cada desinfectante para eliminar los residuos de los
desinfectantes, a excepcion de los tratamientos con H,O,. Todo se realiz6 en condi-
ciones de asepsia, dentro de una campana de flujo laminar.

Germinacion de la semilla. Después de su desinfeccion, las semillas fueron sem-
bradas en frascos de cultivo de 100 mL, colocando 10 semillas por frasco. En cada
frasco se adicionaron 20 mL de medio de cultivo con sales MS (Murashige y Sko-
og, 1962), suplementado con 30 gL' sacarosa, 0.5 gL' de carbon activado, sin re-
guladores de crecimiento vegetal y gelificado con 8 g L' de Agar. El pH del medio
se ajusto a 5.7 y se esterilizo en autoclave a 1.5 kg/cm? de presion y una tempera-
tura de 121.5 °C durante 15 minutos. Los cultivos se incubaron durante 30 dias en
un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16 h luz y ocho horas de oscuridad,
con una intensidad luminica de 18.83 uM m™ s™! a una temperatura de 25 + 2 °C, se
considerd una semilla germinada cuando la radicula fue visible.

Identificacion de microorganismos contaminantes encontrados en las semi-
llas de Agave. Se aislaron los microorganismos contaminantes (hongos, bacterias
y levaduras) encontrados en los tratamientos que presentaron contaminacion y se
sembraron en cajas Petri con medio PDA (Agar Dextrosa-Papa), para su aislamien-
to y purificacion, posteriormente se enviaron al Laboratorio de Microbiologia del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la
Universidad Autonoma del Estado de México, para su identificacién taxonémica,
en donde las muestras fueron resembradas en medio PDA y Agar sabouraud a 25 +
2 °C por 26 dias, monitoreadas constantemente para su identificacion morfologica,
utilizando tinciones de lactofenol. Para la identificacion de bacterias las muestras
fueron sembradas en agar sangre y agar TSA (Agar Triptona-Soja) incubadas a 36
°C y monitoreando constantemente por 5 dias.

Variables evaluadas. Durante los 30 dias del experimento, se evaluaron semanal-
mente las siguientes variables:

Porcentaje de contaminacion de las semillas: ([Numero de semillas contaminadas*
100] , namero total de semillas sembradas)

Porcentaje de germinacion de las semillas: ([Numero de semillas que germinaron*®
100] , namero total de semillas sembradas)

Dias a germinacion: Se registrd el numero promedio de dias a la emergencia de la
radicula por semilla en cada especie.

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 5
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Analisis estadistico. El disefio experimental para el presente trabajo tuvo una dis-
tribucion completamente al azar en un arreglo bifactorial, con tres repeticiones. Los
datos registrados en las variables de contaminacion y germinacion en las semillas
se sometieron a un Analisis de Varianza de Clasificacion Simple (ANOVA) y se
realiz6 una prueba de comparacion entre las medias Tukey (p<0.05), con ayuda del
Sofware InfoStat. 2017.

RESULTADOS

El analisis de varianza para contaminacion y germinacion revel6 un coeficiente
de determinacion de 0.78 y 0.97, respectivamente, indicando que el modelo uti-
lizado fue adecuado para explicar la variabilidad de estas variables; asi mismo el
coeficiente de variacion fue 34 % para contaminacion y 103 % para germinacion,
explicando esto ultimo por factores extrinsecos (tratamientos) e intrinsecos (ge-
nético - fisioldgicos) de cada semilla y especie y confirmados estadisticamente al
registrarse diferencias altamente significativas (p<<0.01) en la interaccion especies
X tratamientos, indicando que al menos un tratamiento fue eficiente para ambas
variables (contaminacidon y germinacion) en por lo menos una especie (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de Varianza para las variables contaminacion y germinacion, evaluando 12 tratamientos de

desinfeccion y siete especies de Agave.

Contaminacion Germinacion
EV

SC gl CM F p-valor SC gl CM F p-valor
Especie 507.03 6 8451 675 <0.0001  187.11 6 3118 112  <0.0001
Tratamiento  1221.05 12 10175 812 <0.0001 23534 12 1961  7.01  <0.0001
Especie x 1999.25 72 2777 222 <0.0001 48189 72 669 239  <0.0001
Tratamiento
Error 114 91 1.25 254.50 91 2.80
Total 384134 181 1158.84 181

R=0.97 CV=134.29% R=0.78 CV=103.17%

SC: Suma de cuadrados, gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, F:F calculada, CV: Coeficiente de
variacion y R*: Coeficiente de determinacion.

Germinacion. Al procesar los datos de germinacion, las pruebas de medias mos-
traron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en los diferentes tratamientos,
la respuesta de germinacion fue muy variable en los diferentes tratamientos e in-
dependiente para todas las especies, puesto que cada especie respondié de manera

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 6
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diferente y su tiempo de germinacion también fue variable, en su mayoria esta

variable fue baja (0 — 20 %) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de medias para las variables contaminacion y germinacion en siete especies de Agave, de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).

A. salmiana A. horrida A. marmorata  A. potatorum A. karwiskii A. angustifolia  A. cupreata
Tratamientos DG (21d) (14d) (8d) (27d) (20d) (20d) (14d)
C G C G C G C G C G C G C G
0 Sin ningiin desinfectante 100 0¢ 100 P 0¢ 100> 0¢ 100 0¢ 100° 0¢ 100 P 0¢ 100> 0°¢
1 NaOCl 100 P 0¢ 1048 10 8¢ 04 8048 04 10B¢ 100P 0¢ 0~ 808 04 1048
2 Ca(Cl10), 100 P 0¢ 0~ 854 100° 4048¢ 100° 0¢ 0r 0¢ 0 0¢ 04 2048¢
3 Ca(Cl0),/NaOCl 04 60 ABC 0~ 854 100" 854 0* 0¢ 1004k 0¢ 100° 0¢ 04 2048€¢
4 H,0, 04 10 B¢ 04 0¢ 0+ 7078C 0or 854 04 0¢ 40 ABC 20 ABC 0 108
5 PM/ Ca(ClO), 100 P 0¢ 0r  10°8¢ 0 504B¢ 80 0°¢ 100> o0°¢ 100 P 0¢ 04 504B€¢
6 PM/NaOCl 04 0¢ 0* 0¢ 04 80" 100°P 0¢ 0 0¢ 50 B¢ 0¢ 0~ 854
7 PM/ Ca(Cl0),/NaOCl 100> o0F¢ 0~ 2048¢ 0~ 10B¢ 100° 0¢ 100° 0¢ 100° 0¢ 0~ 8048
8 PM/H,0, 04 204B¢ 100°  10°"BC 0~ 1058¢ 04 0¢ 04 10 B¢ 0 10 ABC 0r 0°¢
9 PM/HgCl/ Ca(ClO), 04 0¢ 1048 10 8¢ 0~ 4078C 04 0¢ 0 204BC  304B 0¢ 04 8048
10 PM/HgCl,/NaOCl 100 P 0¢ 0A  3048¢ 0~ 108 04 0¢ 04  2048¢ 100° 0¢ 0r 8048
11 PM/HgCl/Ca(Cl0),/NaOCl 100 20 ABC 04 3048¢ 0~ 2048C 0~ 108  4048¢ 10B¢ 100" 0¢ 0~ 8048
12 PM/HgCL,/H,0, 04 50 ABC 04 3048¢ 0o~ 904 04 304BC 0 204B¢  00* 854 0~ 8048

T: Tratamiento, 0: Testigo; DG = Dias a germinacion; a partir de la siembra in vitro C =Contaminaciéon; G=Geminacion. Letras iguales indican que no hay diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

Sin embargo, los resultados coinciden con los obtenidos en la variable contami-
nacion. El unico tratamiento que estimulé la germinacion para las siete especies de
Agave fue el tratamiento 12, en donde el porcentaje de germinacion para la mayoria
de las especies estuvo por arriba de los demas tratamientos, en 4. marmorata (90
%), A. angustifolia (85 %), A. salmiana (50 %), A. horrida (30 %), A. potatorum
(30 %), A. cupreata (30 %), y A. karwinskii (20 %). Por otro lado, 4. marmorata
fue la que tuvo una mejor respuesta, alcanzando un promedio de 90 % de germi-
nacion, ademas de ser la especie mas temprana, germinando a los 8 dias después
de la siembra, resultando asi la especie que se diferenci6 estadisticamente del resto
(Cuadro 4).

Sin embargo, a pesar del bajo porcentaje de geminacion para los otros trata-
mientos (0 — 20 %) ninguna de las plantulas obtenidas present6 anormalidades en
su germinacion y desarrollo, independientemente del tratamiento utilizado y de la
especie (Figura 1).

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 7
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Figura 1. Germinacion de semillas de A. salmiana. A) Emergencia y elongacion radicular. (14 dds) B) Elongacion de la plumula.

(21 dds) C) Diferenciacion de los cotiledones y desarrollo de la raiz. (30 dds) D) Germinacion y desarrollo completo.

(14-30 dds) E) Plantulas normales completamente desarrolladas de 4. salmiana. (50 dds); dds dias después de la siem-

bra.

Identificacion de patégenos

Contaminacion. La prueba de Tukey (p<0.05) determind que existen diferencias
altamente significativas entre todos los tratamientos aplicados, puesto que la ma-
yoria de tratamientos disminuyeron diferencialmente la contaminacion en las se-
millas. Sin embargo, estadisticamente s6lo un tratamiento fue mejor al resto (Tra-
tamiento 12), y se disminuy6é completamente la contaminacion (100 %) para todas
las especies estudiadas, el cual consistio en aplicar Peroxido de Hidrogeno (H,0,)
al 3 % por 24 h, PENTAMAX (PM) al 30 % (v/v) por 10 min y Cloruro de Mercu-
rio I (HgCl,) al 0.1 % (p/v) por 10 min. En contraste a lo anterior, los niveles mas
altos de contaminacion se observaron en los tratamientos con Hipoclorito de Calcio
e Hipoclorito de Sodio. Es importante aclarar que la contaminacion de las semillas
de Agave spp., en los diferentes tratamientos fue principalmente por hongos y en
menor frecuencia por bacterias (Cuadro 4).

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 8
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Identificacion de microorganismos contaminantes. De manera general y por pri-
mera vez, se detectaron seis géneros de microorganismos asociados a las semillas
de Agave. Los resultados del estudio taxondmico para las seis muestras analiza-
das revelaron cuatro géneros de hongos: Monilinia sp., Aspergillus sp., Penicillium
sp. y Alternaria alternata, una bacteria; Bacillus sp., y una levadura, Schizosac-
charomyces sp. (Figura 2). Es de resaltar que en el aislamiento de microorganis-
mos contaminantes Aspergillus y Penicillium se presentaron en todas las especies,
mientras que otros fueron exclusivos de algunas especies, Schizosaccharomyces
sp., se presentd en A. marmorata, Alternaria alternata en A. angustifolia y Monili-
nia sp., en A. horrida.

Figura 2. Cepas de patdgenos encontrados en las semillas de Agave spp. A) Schizosaccharomyces sp. B) Bacillus sp. C)

Penicilllium sp. D) Alternaria alternata. E) Aspergillus sp. F) Monilinia sp.

Aguilar-Rito et al., 2024. Vol. 42(1): 5. 9
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Al evaluar la eficiencia de los tratamientos sobre el control de los patégenos, se
pudo observar que la mayoria de los tratamientos tuvieron un control efectivo sobre
bacterias, pero deficiente para hongos, esto en comparacion con el tratamiento tes-
tigo. Sin embargo, el H,O, presento resultados favorables por encima de los demas
tratamientos incluso en aquel donde se utiliz6 el desinfectante solo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Microorganismos contaminantes presentes en las semillas de agave después de aplicar los tratamientos.

Tratamientos A. salmiana  A. angustifolia  A. horrida ~ A. marmorata  A. potatorum — A. karwiski ~ A. cupreata
H B L H B L H BL H B L H B L H BL H B L

1 Ca(ClO,) X X X X X X

2 NaOCl X X X X

3 Ca(ClO,)/NaOCl X X X X X

4 HO, X

5 PM/Ca(ClO,) X X X X

6 PM/NaOCl X X

7 PM/Ca(ClO,)/NaOCl X X X X

8 PM/H,0, X

9  PM/HgCl,/Ca(ClO,) X X

10 PM/HgCl,/NaOCl X X

11 PM/HgCl/Ca(Cl10,)/NaOCl X X X

12 PM/HgCl,/H,0,

H: Hongos; B: Bacterias; L: Levaduras. X: Microorganismos presentes.

DiscusION

Germinacion. Los porcentajes de germinacion totales para la mayoria de las espe-
cies fueron mayores a los reportados por Ramirez et al. (2016) para 4. mapisaga.
(70 %) y A. angustifolia con 28 % de germinacion. Ademas, las semillas de las siete
especies de Agave presentaron germinacion arriba del 50 % incluso en las especies
con mas afios de colecta como A. horrida y A. salmiana coincidiendo con Casti-
llo et al. (2022) quien reportd que semillas de A. victoriae reginae fueron viables
después de un afio de haber sido recolectadas y sugiere que es posible almacenar
las semillas de esta especie al menos durante un afio y tener porcentajes de ger-
minacion aceptables. De acuerdo, con los resultados de este estudio las semillas
presentaron una viabilidad por arriba del 50 % siendo almacenadas en un banco
de germoplasma por periodos mas largos, sin embargo, se sugiere para proximos
estudios, iniciar con la prueba de viabilidad con cloruro de tetrazolio, lo que dara
claridad en la viabilidad obtenida.

Ademas, al analizar los dias de germinacion se puede afirmar que las semillas
no presentaron latencia, caracteristica propia de otras especies de Agave (Freeman
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et al., 1977; Freeman, 1975). Esta ausencia de latencia en las semillas evaluadas es
similar a las reportadas por Pena et al. (2006) para semillas almacenadas durante
dos afos de 4. salmiana, que tuvieron menor latencia que aquellas sembradas en el
mismo afio de recoleccion.

Finalmente, en los tratamientos donde no hubo germinacion para alguna espe-
cie, destacando el tratamiento testigo (TO) en el cual ninguna especie germind se
puede atribuir a la presencia de hongos y bacterias (contaminacion), puesto que,
las semillas afectadas por hongos fitopatégenos pueden presentar esclerotizacion,
estromatizacion, decoloracion, necrosis, pudricion de la radicula, reduccion de ta-
mafio, aborto e incapacidad germinativa (Ellis y Galvez, 1980; Agarwal y Sinclair,
1987).

Contaminaciéon. En Agave no se han reportado datos especificos para el tema de la
desinfeccion. En el presente trabajo, el nimero promedio de semillas contaminadas
mas bajo (0- 10 %) se presento en los tratamientos en los que se aplico H,0, sin
embargo, al aplicar H,O, al 3 % por 24 h en combinacién con Sulfato de Cobre
(PENTAMAX®) al 30% por 10 min y Cloruro de Mercurio II al 0.1 % por 10 min
se logré una desinfeccion total de las semillas. En este género no se han reportado
resultados similares con estos desinfectantes. Sin embargo, Flores et al. (2019)
obtuvo altos niveles de desinfeccion aplicando H,O, (3 % v/v) por 24 horas, en agi-
tacion contante. Esto puede deberse a que el peroxido de hidrogeno ejerce su activi-
dad oxidante con la produccion de radicales libres, que provocan un dafio oxidativo
a las proteinas y los lipidos en la membrana celular de los patégenos, comprobando
su capacidad bactericida, viricida y fungicida. Cuando el H,O, se mantiene en agi-
tacion, se reduce la demanda de oxigeno, por lo cual el H,O, tiene mayor capacidad
de oxidacion que el cloro o el diéxido de cloro, ademas sus moléculas no dejan
residuos toxicos al liberar oxigeno (CNIB, 2023; Rodriguez et al., 2009).

Por otra parte, Bedoya et al. (2016) reportaron que la inmersién de hojas de
Aloysia triphylla en HgCl, al 0.2 % p/v durante 5 minutos permiti6 la obtencion
de mas de un 80% de explantes viables y libres de contaminacion. En cuanto a
la desinfeccion con fungicidas, Barney (2003) disminuy6 los hongos enddéfitos en
plantulas de Lepanthes rupestris o Lolium perenne al aplicar Propiconazol o el Pro-
cloraz. En resumen, todos los desinfectantes anteriores son eficientes, sin embargo,
para agave el H,O, en combinacion HgCl, y sulfato de cobre es altamente eficiente
para reducir la contaminacion en semillas, permitiendo obtener un 100% de desin-
feccion en las siete especies evaluadas.

Un nivel de contaminacion intermedio se logré al aplicar Ca(ClO), y NaOClI,
contrastando esto con los resultados obtenidos en otras especies. Martinez et al.
(2003) obtuvieron semillas de Agave victoriae reginae libres de patdogenos utilizan-
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do NaOCIl como desinfectante, el cual ha sido probado con efectividad contra bac-
terias, virus y hongos, ya que al ser diluido en agua se forma el acido hipocloroso
(HCIO) que penetra facilmente en las células de los microorganismos y acttia sobre
sus proteinas y acidos nucleicos (Auccasi, 2016); no obstante, segun Lenntech
(2008) para lograr una desinfeccion exitosa debe aplicarse una concentracion
adecuada al grado de infeccion de los organismos patogenos. Esto coincide con
Alvarez et al., (2008) que mencionan la buena efectividad del cloro y etanol como
desinfectantes en bacterias patdgenas, pero deficiente contra hongos y virus.

Mientras que los niveles mas altos de contaminacion se observaron en semillas
libres de soluciones quimicas (tratamiento testigo), el cual mostré una contami-
nacion total en las semillas, por lo cual se puede deducir que no basta tinicamente
con lavar la semilla con agua corriente o jabon, se tienen que aplicar desinfectantes
quimicos para reducir la presencia de agentes patégenos. Finalmente, al hacer la
comparacion de diferentes especies y soluciones utilizadas los resultados eviden-
cian la efectividad obtenida de cada una para Agave spp.

Identificacion de microorganismos. De acuerdo con el Instituto Nacional de Tec-
nologia Agropecuaria (INTA, 2022), los tres géneros fingicos pueden ser clasifi-
cados en tres grupos funcionales: hongos de campo (Fusarium y Trichoderma),
hongos de almacenamiento (Aspergillus y Penicillium) y hongos contaminantes
genéricos (Monilia y Rhizopus), cada uno con origen y habitat particular.

Aspergillus y Penicillium, son géneros tipicos en condiciones de almacenamien-
to, con habilidad para invadir semillas y granos de bajo contenido de humedad,
crecer en amplio rango de temperaturas y con pocas excepciones, infectar antes de
la cosecha. Colonizan activamente las semillas, donde causan deterioro y reduccion
en la germinacion, a través de principios enzimadticos y toxinas (Howlett, 2006),
confirmando con esto que aquellas semillas que presentaron una gran infestacion
de estos géneros no germinaron, siendo esta la principal razén. En semillas de
moringa el género Aspergillus resultd ser el mas versatil, al liderar las frecuencias
de aparicion, estando presente en la semilla de moringa tanto externa como inter-
namente (Sabu et al., 2022). En relacion a Monilinia, es poca la informacion que se
tiene al respecto, puesto que no se ha reportado en Agave u otras semillas. Habita
mayormente regiones hiimedas y ataca principalmente a frutales, siendo agente
causal de la podredumbre marrén (Malvarez et al., 2001). Se comporta como un
patdgeno de heridas, puesto que infecta frutos a partir de lesiones provocadas por
insectos y/o roces mecanicos (Zuniga et al., 2011).

Alternaria alternata, se detecto con la mayor incidencia y exclusivamente en 4.
angustifolia. Este patogeno es un hongo saprofito y se dispersa por esporas a través
de las corrientes de aire y mediante la movilizacion de semillas infectadas (DGSV,
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2023). A. alternata causa enfermedades en varias plantas de importancia econo-
mica como brocoli, tomate, chile, papa, citricos, manzana, etc. (Meena y Samal,
2019). Kurowski y Wysocka (2009) sefialan que A. alternata esta presente como un
contaminante comun en semillas de cereales y es la principal enfermedad fungica
aislada en semillas de amaranto y semillas de avena (Noelting et al., 2016; Leyva
et al., 2014), sin embargo, no se tienen reportes para 4. angustifolia.

Finalmente, de los géneros Bacillus sp. y Schizosaccharomyces sp., se tienen
reportes como agentes benéficos principalmente Bacillus, el cual se ha reportado
como uno de los principales géneros de antagonismo microbiano y como agente de
control bioldgico para la agricultura, ademas en Agave se ha reportado como agente
endofito que promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas (Beltran et al.,
2014). Sin embargo, en este trabajo de investigacion ambos géneros se encontraron
como agentes saprofitos contaminantes en semillas de Agave, de los cuales no hay
reportes en otras semillas lo que podria abrir la puerta para investigaciones futuras.

CONCLUSIONES

Se evaluaron los 12 tratamientos propuestos y los resultados muestran que el
tratamiento 12 consistente en Perdxido de Hidrégeno al 3 % por 24 h en combina-
cion con Sulfato de Cobre (PENTAMAX®) al 30 % (v/v) por 10 min y Cloruro de
Mercurio II al 0.1 % (p/v) por 10 min, fue el mejor en el control de microorganis-
mos contaminantes presentes en las semillas de Agave spp., logrando un 100 % de
desinfeccion y una germinacion del 20 al 90 % dependiendo la especie, por lo que
se recomienda para la desinfeccion de semillas de Agave spp.

Por primera vez en semillas de Agave se realizo la identificacion taxondmica de
los microorganismos contaminantes encontrados, reportando cuatro hongos (Pe-
nicilllium sp., Alternaria alternata, Aspergillus sp., Monilinia sp.), una bacteria
(Bacillus sp.) y una levadura (Schizosaccharomyces sp.), de los cuales Alternaria
alternata., Monilinia sp., y Schizosaccharomyces sp., fueron especificos para A.
angustifolia, A. horrida y A. karwiski, respectivamente. Ademas de reportar por
primera vez los agentes desinfectantes que los controlan.
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