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SUMMARY

Background. The vegetative material for in vitro establishment of avocado explants is from the field, for this reason,
the proportion of contamination, oxidation and mortality of explants is elevated, therefore we are looking for
alternatives to decreased. Objective. To evaluate concentrations of alternative products for disinfestation in avocado
explants cv Duke 7, and decrease oxidation with the addition of L-cysteine in the in vitro establishment. Methodology.
The products used were: peroxyacetic acid (AP), chlorine dioxide (DC), and quaternary ammonium salts (ACS), in
three concentrations. 54 explants were used in each treatment, and placed in culture medium for establishment,
evaluating contamination (%) and oxidation (%). Two weeks later, 50% of viable explants from each treatment were
immersed in L-cysteine (100 mgL™?) and placed in a culture medium for multiplication, the rest was placed a in
multiplication medium containing L-cysteine; only oxidation was evaluated (%). Contaminated explants were isolated,
identified, and characterized fungi and bacteria. Results. The best results of the disinfestation were with ACS with
3.7% contamination, without oxidation. Regarding the use of L-cysteine (100 mgL™), the lowest percentage of
oxidation (47%) was obtained when immersed in a cysteine solution. Three genera of fungi were identified: Aspergillus
(3), Penicillium (1) and Cladosporium (1), and Agrobacterium as a bacterium. Implications. With the proposed
methodology, we can continue with the following stages of in vitro culture, to establish methodologies for budding,
growth, and rooting of avocado clonal rootstocks. Conclusions. The use of ACS and cysteine in solution reduces both
contamination and oxidation of explants, but it is necessary to modify concentrations and exposure times in the
disinfestation protocol, in addition to identifying even the genus the microorganisms found.

Keywords: contamination; L-cysteine; oxidation; quaternary ammonium salts.

RESUMEN
Antecedentes. Debido a que para el establecimiento in vitro de explantes de aguacate se utiliza material proveniente
de campo, los porcentajes de contaminacion, oxidacion y mortandad son altos, por lo que se han buscado alternativas
para disminuirlos. Objetivo. Evaluar concentraciones de productos alternativos para la desinfestacion en explantes de
aguacate cv Duke 7, y disminuir la de oxidacién con la adicion de L-cisteina en el establecimiento in vitro.
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Metodologia. Los productos utilizados fueron: Acido peroxiacético (AP), Diéxido de cloro (DC) y sales cuaternarias
de amonio (SCA), en tres concentraciones. Se utilizaron 54 explantes en cada tratamiento, y se colocaron en medio de
cultivo para establecimiento, se evaluaron contaminacién (%) y oxidacién (%). Dos semanas después, 50 % de los
explantes viables de cada tratamiento se sumergieron en L-cisteina (100 mg L) y se colocaron en medio de cultivo
para multiplicacion, el resto se colocé en medio de multiplicacién que contenia L-cisteina; solo se evalu6 oxidacién
(%). De los explantes contaminados se aislaron, identificaron y caracterizaron hongos y bacterias. Resultados. El
menor porcentaje de contaminacion (3.7 %) se obtuvo con SCA, ademas de no presentar oxidacion. Respecto al uso
de L-cisteina (100 mgL™), el menor porcentaje promedio de oxidacion (47 %) se obtuvo cuando se sumergieron en
solucién de cisteina. Se identificaron tres géneros de hongos: Aspergillus (3), Penicillium (1) y Cladosporium (1) y un
género de bacteria: Agrobacterium. Implicaciones. Con la metodologia planteada, se puede continuar con las
siguientes etapas de cultivo in vitro, para establecer metodologias de brotacion, crecimiento y enraizamiento de
portainjertos clonales de aguacate. Conclusiones. El uso de SCA vy cisteina en solucién, disminuye tanto la
contaminacion y oxidacion de explantes, pero es necesario modificar concentraciones y tiempos de exposicion en el

protocolo de desinfestacion, ademas de identificar hasta género los microorganismos encontrados.
Palabras clave: contaminacion; L- cisteina; oxidacién; sales cuaternarias de amonio.

INTRODUCCION

En las plantaciones de aguacate en México se utilizan
portainjertos provenientes de semilla de raza
mexicana, lo que aumenta la susceptibilidad al
oomiceto Phytophthora cinnamomi Rands., que causa
la muerte de raices, base del tronco y posteriormente
todo el arbol (Alberti et al., 2018).

Una alternativa que se ha implementado es el uso de
portainjertos clonales de genotipos tolerantes al
oomiceto (Alberti et al., 2018). Sin embargo, la
dificultad que tienen para propagarse por
enraizamiento de estacas y acodo, ha llevado al uso de
la técnica de Frolich y Platt (1972), Método Brokaw y
Allesbeste (Alberti et al., 2018).

Con base en lo anterior, se ha utilizado el cultivo in
vitro como alternativa para obtener clones de
genotipos de interés (Alberti et al., 2018). Debido a
que el material vegetal utilizado es generalmente de
arboles establecidos en campo o plantas de
invernadero, el porcentaje de contaminacion es alto,
dificultando la obtencion de explantes visualmente
asépticos (Ibarra-Lépez et al., 2016). Hay protocolos
donde utilizan cloruro de mercurio y/o cloruro de
calcio, estos productos dafian el material vegetal y
pueden ser cancerigenos para el usuario (EI-Fadl et al.,
2022). A pesar de existir muchos protocolos de
desinfeccion in vitro, los productos utilizados pueden
destruir los microorganismos de la superficie de los
explantes, pero no microorganismos enddéfitos, que,
aungue no sean patdgenos in vivo, en condiciones in
vitro son microorganismos no deseados (El-Banna et
al., 2021). Hay evidencias del uso de Aacido
peroxiacético o paracético, didxido de cloro e
hipoclorito de sodio en el medio de -cultivo,
disminuyendo la contaminacion en los explantes
colocados (Cardoso y Petit, 2018; Srichuay et al.,
2018).

Otro problema, es la oxidacion que causa muerte de los
explantes. Para solucionarlo se han utilizado
antioxidantes aplicandolos al medio de cultivo o
exponiendo el material vegetal por minutos en
solucion acuosa (Gdler et al., 2021). Para poder
multiplicar aguacate in vitro es importante desarrollar
un protocolo eficiente para la desinfeccion de
explantes y evitar oxidacion, ademés que los productos
utilizados no sean tdxicos para explantes, usuario y
ambiente.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso de
Acido peroxiacético, Didxido de cloro y Sales
cuaternarias de amonio para la desinfestacién y de L-
cisteina para evitar oxidacién de explantes de
portainjertos de aguacate, para el desarrollo de un
protocolo eficiente de establecimiento in vitro de
explantes de aguacate.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

En julio de 2022 se recolectaron varetas de aguacate cv
Duke 7, las cuales se encuentran dentro del
invernadero 9 de la Universidad Auténoma Chapingo
(19° 29725.3” N, 98° 52°24.5” W), visualmente sanas,
semilefiosas o lefiosas, con yema apical y de 5-6 yemas
axilares. Se eliminaron las hojas, dejando 0.5 cm de
cada peciolo; para transportalas al laboratorio se
colocaron en bolsas ziploc® y posteriormente en una
hielera.

En el laboratorio de cultivo in vitro del edificio de
Genética, Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, estado de México, las varetas se
lavaron con agua, jabon Roma ® y se frotaron con
cepillo de dientes en sentido del crecimiento de las
yemas, se enjuagaron y colocaron en agua desionizada.
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Tratamientos y siembra in vitro

Los productos utilizados fueron: Dioxido de cloro
(BIOXPHY 10®), acido peroxiacético (TerraClean®)
y sales cuaternarias de amonio (Timsen®), las
concentraciones fueron 1, 2y 4 mL L, para Timsen®
se utilizaron 1, 2y 4 g L™), en total 9 tratamientos con
54 repeticiones (explantes).

Dentro de la campana de flujo laminar se fraccionaron
las varetas en secciones de tallo mas yema,
colocandolas en nueve frascos Gerber® con agua
desionizada, para evitar deshidratacion; el
procedimiento de desinfestacion usado fue: etanol al
80 % (v/v), peroxido de hidrégeno comercial 50 %
(v/v) por 2 y 5 minutos, respectivamente; los
tratamientos con productos alternativos durante 5
minutos y dos lavados con agua desionizada estéril (5
minutos cada uno), al terminar el procedimiento, las
fracciones de tallo se mantuvieron en agua desionizada
para evitar deshidratacion (Figura 1).
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Los componentes del medio de cultivo para
establecimiento fueron: agar (Sigma®) y azlcar
comercial no refinada; con 6 y 20 g L%
respectivamente, y 4 mM L de NH4NO3; estabilizado
a pH 5.7 y esterilizado a 20 libras de presion en
autoclave, por 15 minutos. Los explantes fueron
colocados en tubos de ensayo (25 x 150 mm) con 10
mL del medio de cultivo antes mencionado. Dos
semanas después los explantes se colocaron en medio
de cultivo (Tabla 1) con y sin L-cisteina (100 mg L),
también se prepar6 la misma concentracion de L-
cisteina en solucién acuosa, esterilizandose con las
especificaciones antes mencionadas.

Del total de los explantes de cada tratamiento, la mitad
de estos se colocaron en medio de cultivo con cisteina
y la otra mitad se dejaron en la solucién de cisteina
durante 5 minutos y posteriormente se pusieron en
medio sin antioxidante.

Figura 1. Proceso de desinfestacion de explantes de aguacate cv Duke 7 colocados in vitro. A y B) varetas semilefiosas

a lefiosas de Duke 7, C) lavado de varetas con agua y jabon Roma®, D-E) diseccidn de explante y F) colocacion de
explantes en medio de cultivo de establecimiento.
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Tabla 1. Medio de cultivo con y sin adicién de

cisteina para evitar oxidacion en explantes de

aguacate cv Duke 7
Nutrimentos

Concentracion

NHsNO; 5mM
KNO; 5mM
Ca (NOs3); 4H,0 0.2mM
MgSO4 7H.0 0.3 mM
KH2PO4 0.3mM
Quelatos* 0.03 mM
Micronutrimentos** 0.1 mM
Acido indolbutirico 0.098 uM
Kinetina 0.92 uM
Sacarosa 209
Agar 69

*Quelatos: FeSO4 7H,0 (695 mg) y Na EDTA (931
mg), preparados en 250 mL de agua. **
Micronutrimentos: HsBOs; (155 mg), MnSOs H;0
(422.5 mg), ZnSO4 7H,0 (215 mg), Na; MoO; H,0
(6.25 mg), CuSO45H-0 (0.625 mg) preparados en 250
mL de agua desionizada.

Aislamiento e identificacién de microorganismos
Hongos

El crecimiento de los hongos se observé 4 dias después
de colocados en medio de cultivo in vitro, se dejaron
crecer durante dos semanas para determinar si las
cepas eran diferentes, identificandose seis. Las
muestras se aislaron con un asa bacterioldgica,
transfiriendo micelo y esporas en cajas Petri con PDA
Bioxon®, transcurridos 10 dias de crecimiento se
purificaron en medio de agua-agar (Agar-agar Merck®,
20 g L), y cinco dias después se aislé por punta de
hifa a otra caja petri con PDA, para que el crecimiento
no presentara contaminacion. La caracterizacion se
realizé 15 dias después de la siembra; para observar
estructuras desarrolladas se utiliz6 una solucion de
azul de anilina (0.025 g), cristales de fenol (10 g),
glicerol (20 mL), é&cido lactico (10 mL) y agua
desionizada (10 mL); las estructuras se tomaron con
cinta adhesiva transparente la cual se colocd en un
portachjeto que contenia tres gotas de la solucién de
azul de anilina; se observaron en microscopio
estereoscopico y compuesto Carl Zeiss®.

Bacterias

La cepa se aislo de explantes de aguacate cv Duke 7
colocadas in vitro, dicha bacteria se sembro en medio
de cultivo King's B, incubandola en estufa Riossa®
modelo E71-D a 28 °C por 48 horas, después se
realizaron pruebas fisioldgica y bioquimica mediante
tincion de Gram, oxidasa, catalasa, reaccion de KOH;
ademas la caracterizacién morfolégica se realizd con
microscopio estereoscopico Spencer®.
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Prueba de hipersensibilidad en tabaco y actividad
pectinolitica en papa.

Se realizaron pruebas de hipersensibilidad en plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum “xanthi”) infiltrando 1
mL de suspensién bacteriana a concentracion de
1X10 8 UFC mL™* ajustandola mediante la escala de
McFarland (McFarland, 1907). Para la prueba de
actividad pectinolitica en rodajas de papa, estas se
colocaron en camaras himedas y se inocularon con
suspension bacteriana antes mencionada, se incubaron
a 28 °C durante 48 h (Goszczynska et al., 2000) y
posteriormente se observo el tejido.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN bacteriano se realizé mediante
el método CTAB, se agregaron 600 puL de CTAB 2%
(1.4 M NaCl, 0.02 M EDTA, 0.1 M Tris-HCI pH 8, y
2 g de CTAB por 100 mL de buffer) y 3uL de Beta-
Mercaptoetanol, se mezcl6 con agitador vértex por 10
s, e incubaron a 65° C durante 15 min. Posterior se
agregaron 400 pL de cloroformo, se mezcld
nuevamente con agitador vortex por 10 s y se
centrifugd a 13 500 rpm por 10 min. En un microtubo
nuevo se colectaron 500 pL, agregando 500 pL de
isopropanol y 50 pL de acetato de amonio, mezclando
por inversiones suaves. Se incubd por 20 min a -20° C.
Pasado ese tiempo, se centrifugd a 13 500 rpm por 10
min y se descartd el sobrenadante. A la pastilla se
agregaron 1000 uL de etanol, centrifugando 13 500
rpm por 10 min y se desechd el etanol. Por dltimo, se
procedi6 a secar la pastilla durante 30 min, para luego
suspenderla en 30 pL de agua libre de nucleasas. Se
verifico la calidad del ADN extraido en Nanodrop y
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del gen 16S rRNA se utilizaron
los cebadores universales 8 F
(3’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-5") y 1492 R
(3’GGTTACCTTGTTACGACTT-5") (Galkiewicz y
Kellogg, 2008). El volumen de reaccion fue de 25 pL,
la cual contenia 5 pL de la muestra, 1.5 U de Taq
polimerasa, 2.5 puL de Buffer 10X, MgCl; 1.8 mM
(concentracioén final), 10 pmol de cada primer (forward
- reverse), dNTPs 0.3 mM (concentracion final
mezcla) y agua grado PCR hasta completar el volumen
final. Las condiciones de termociclaje fueron:
desnaturalizacion inicial del ADN a 95 °C por 2 min,
seguida de 30 ciclos a 95 °C por 1 min, 55 °C por 30 s,
72 °C por 1 min y extension final a 72 °C por 10 min.
Se visualizo el producto de PCR en gel de agarosa al
1% a 120 V, durante 60 minutos. Los geles fueron
visualizados con luz UV en transiluminador General
Electric. Posteriormente, el producto fue secuenciado
por la empresa Macrogen en Corea.
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Variables evaluadas

Para el experimento de establecimiento se evalud
porcentaje de contaminacion y oxidacién durante dos
semanas. Y con la adicién de cisteina al medio de
cultivo solo se determind el porcentaje de oxidacién
durante cuatro semanas. La identificacion de hongos y
bacteria se hizo a nivel de género.

RESULTADOS Y DISCUSION

Productos alternativos: contaminacion y oxidacion
de explantes

De los productos utilizados, acido peroxiacético (AP)
y diéxido de cloro (DC) presentaron mayor
contaminacion promedio con 309 y 173 %
respectivamente, mientras que las sales cuaternarias de
amonio (SCA) 3.7 % (Figura 2). Cabe indicar que la
mayor disminucion se presenté con AP, donde se
redujo 60% de T1a T2,y de 9 % en DC, mientras que,
en SCA no hubo cambios. Llama la atencidn que esta
tendencia no se mantuvo para AP y DC, donde los
porcentajes incrementaron; mientras que, en SCA la
contaminacion fue cero.

Kwasniewska et al. (2020) clasifican los productos
usados para la desinfeccidn de acuerdo a su manera de
actuar, AP y DC pueden catalogarse como oxidantes y
las SCA como biocida activo de membrana.

En el establecimiento de explantes de aguacate en
cultivo in vitro los productos utilizados son hipoclorito
de sodio en diferentes concentraciones o tiempos de
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exposicion, fungicidas sistémicos (Rabuma et al.,
2020) con 10 % de explantes contaminados. Sin
embargo, también es comun que se utilice cloruro de
mercurio (El-Fadl et al., 2022), aun cuando este
producto puede ser cancerigeno. La ventaja que tienen
los productos en el presente trabajo es que son
amigables con el ambiente, y hasta ahora no se tiene
evidencia que sean perjudiciales a la salud humana;
respecto a las SCA el porcentaje de contaminacion es
de 5.6 %, siendo opcidn viable para la desinfestacion
de explantes.

Los hongos y bacterias fueron los microorganismos
que més proliferaron; la contaminacién por hongos fue
18.5, 16 y 3.1 % del total de los explantes para AP, DC
y SCA, respectivamente; mientras que, para bacterias
fue 12.3, 1.2 y 0.6 % en el orden antes mencionado.
Teixeira da Silva et al. (2016) mencionan que hay
varios factores que aumentan la probabilidad de
contaminacion in vitro los cuales son: sitio (campo o
invernadero), época de recolecta, tipo y tamafio de
explante, ademas de concentracion y tiempo de los
desinfectantes utilizados.

Debido al modo de accién de los desinfectantes
(Kwasniewska et al., 2020) de los productos usados, es
probable que hongos y bacterias causantes de la
contaminacion sean microorganismos endofitos. El-
Banna et al. (2021) mencionan que estos
microorganismos viven dentro de las plantas por lo que
sobreviven a la desinfeccion superficial, aunque no
necesariamente son patégenos, si son problema en
cultivo in vitro ya que la tasa de crecimiento es méas
rapida que la de los explantes.
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Figura 2. Porcentaje de contaminacion de aguacate Duke 7, utilizando productos alternativos para la desinfestacion;
TL:AmL LY T2:2mL LY T3: 4 mL L% en el caso de sales cuaternarias de amonio se utilizaron g L™ (n = 54).
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La eficacia de las SCA para eliminar microorganismos
superficiales y enddfitos en los explantes de aguacate
con las caracteristicas utilizadas, puede deberse a que
las SCA penetraron dentro del tejido. Warren (2013)
reporta que algunas plantas tienen la capacidad de
absorber moléculas intactas de amonio cuaternario, lo
gue puede estar asociado a la contaminacién minima
de los explantes.

Respecto a la oxidacion, con AP y DC se obtuvieron
en promedio 76.6 y 24 %, pero en esta variable se
distingue una relacion positiva entre concentracion y
oxidacion de explantes (Figura 3), para AP y DC.
Mientras que con SCA no hubo tal efecto.

Probablemente por la naturaleza de AP y DC
(Kwasniewska et al., 2020) el efecto de oxidacion fue
parcial o total en los explantes. El acido peroxiacético
es utilizado para reducir la carga de esporas en
poscosecha de frutas y hortalizas obteniendo
resultados con concentraciones desde 0.05 % (Kyanko
et al., 2010), tal vez el alto porcentaje de oxidacién en
los explantes esté asociado a las concentraciones altas
que se utilizaron (0.1, 0.2 y 0.4 %) en comparacion a
lo reportado en la literatura. Es probable que la
ausencia de oxidacion causada por las SCA es también
efecto del modo de accién del desinfectante ya que
estas a diferencia de AP y DC, no forman compuestos
reactivos de oxigeno, por lo que se evita la oxidacion
de tejidos.

Castro-Garibay et al., 2024
Uso de L-cisteina como antioxidante

Ademas de la contaminacién  durante el
establecimiento de explantes de aguacate, otro
problema es la oxidacion. De los tratamientos
utilizados con la aplicacion de cisteina, se determind
que el mayor porcentaje de explantes oxidados (89 %)
se obtuvieron cuando el antioxidante se mezclo y
esterilizd con los componentes del medio. En
contraste, hubo mas explantes viables en promedio (52
%) cuando la cisteina no se adicion6 al medio de
cultivo (Figura 4).

Vasquez-Hernandez et al. (2021) obtuvieron 43 % de
explantes viables de Pimienta dioica utilizando
concentraciones de 50 — 200 mg L de cisteina
agregada en medio de cultivo MS. Al esterilizar el
medio de cultivo los componentes de este se degradan,
existiendo cambios en su composicién quimica
(Garcia-Gonzélez et al., 2010), probablemente el
efecto de la cisteina en los explantes de aguacate fue
debido a estas reacciones en el medio de cultivo. Para
aguacate ademas del uso de cisteina, también se ha
experimentado con antioxidantes como: &cido
ascorbico, acido citrico, carb6n activado y
polivinilpirrolidona (PVP), obteniendo hasta 83 % de
explantes viables (Guler et al., 2021).

La oxidacion en los explantes se debe a varios factores,
desde las condiciones de cultivo, edad del explantes
por la concentracion de compuestos fendlicos
presentes, hasta el proceso de desinfeccién y cortes
realizados a los explantes (Nieto et al., 2018).
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Figura 3. Porcentaje de oxidacion de explantes de aguacate Duke 7, en medio con acido peroxiacético, y dioxido de
cloro (T1: 1 mL L% T2: 2mL L%; T3: 4 mL L1) y sales cuaternarias de amonio donde se utilizaron g L™ (n = 54).
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Figura 4. Porcentaje de oxidacion de explantes de aguacate Duke 7, en medio de cultivo con y sin cisteina (100 mg L
1). CC: medio de cultivo con cisteina; SC: medio de cultivo sin cisteina; n= 51 para acido peroxiacético; n= 74 para

diéxido de cloro; n= 75 para sales cuaternarias, por tratamiento.

Cruz-Gutiérrez et al. (2020) mencionan que la cisteina
actia en la remocion de las quinonas (fenoles que
causan oxidacion y muerte de explantes) durante el
cultivo in vitro. Aungue los resultados presentados son
alentadores, es preferible hacer modificaciones ya sea
en la concentracion o tiempo de exposicion para
aumentar la cantidad de explantes viables de aguacate.

Identificacion de microorganismos
Hongos

Con la caracterizacion morfoldgica se identificaron
seis cepas de hongos: Aspergillus spp. (3),
Cladosporium sp. (1) y Penicillium sp. (2) (Figura 5).
Soélo una cepa se identifico a nivel de especie por las
estructuras caracteristicas del mismo, Aspergillus
niger para la cepa All (Figura 5).

Aspergillus  sp 'y Penicillium sp. son cepas
comUnmente encontrado en varios cultivos en tejido,
rizosfera y suelo (Sanchez-Fernandez et al., 2013),
mientras que Cladosporium sp, es un hongo
cosmopolita encontrado en suelo y agua, que afecta
principalmente a cereales, cucurbitaceas y tomates
(Ogorek et al., 2012).

Cabe resaltar que el crecimiento que presentaron los
hongos al inicio fue en el medio de cultivo y
posteriormente invadieron todo el explante, lo que
hace suponer que son microorganismos endéfitos de la
planta de donde se obtuvieron los explantes. Hyde y
Soytong (2008) mencionan que los microrganismos

enddéfitos viven inter e intracelulares de los tejidos
vegetales de manera asintomatica, teniendo
interacciones de diversos tipos con la planta.

Shetty et al. (2016) aislaron e identificaron
molecularmente 17 especies de hongos enddfitos de
aguacate de plantaciones manejadas organica y
convencionalmente, encontrando la cepa
Cladosporium, al igual que en este trabajo.

Cuando se colectaron los explantes no habia sintomas
ni signos de algln patdgeno, por lo que es probable que
los hongos aislados no causen dafio a la planta, sino
que exista algun tipo de simbiosis. Hakizimana et al.
(2011) mencionan que los hongos enddfitos pueden
utilizarse como biocontrol contra Phytophthora
cinnamomi Rands. Si se quiere probar aspectos de
biocontrol, es necesario hacer otras pruebas, para
poder concluir al respecto.

Bacterias

Caracterizacion morfolégica e identificacion
molecular

La caracterizacion morfolégica en la cepa bacteriana
fue: lisa, blanca, convexa y mucoide; mientras que, de
acuerdo con la identificacion molecular la
amplificacion del gen 16S rRNA (primer 8 F y 1492
R) mostré un fragmento de 1170 pares de bases (Figura
6C). La secuencia obtenida se compar6 con la base de
datos del NCBI, con la herramienta Blast, con la cual
se determind similitud del 100% con Agrobacterium
(Figura 6).
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Figura 6. Morfologia e identificacion molecular de cepa bacteriana, colonia de Agrobacterium sp en medio King's B.
A) Explante de aguacate contaminado in vitro; B) cepa bacteriana en crecimiento; C) Amplificacion de primer 8 F y
1492 R (R1: repeticion 1, R2: repeticion 2)

Caracterizacion fisiologica y bioquimica tabaco lo que manifiesta la ausencia del sistema de

secrecion tipo 111 el cual esta regulado por los genes
Agrobacterium sp. aislada de explantes de aguacate in hypersensitive response and pathogenicity (hrp) lo que
vitro dio negativo a reaccion de hipersensibilidad en nos dice que la reaccion de hipersensibilidad es una



Tropical and Subtropical Agroecosystems 27 (2024): Art. No. 023

respuesta incompatible (no enfermedad) a causa de los
genes de resistencia de la planta. Asi mismo, dio
negativo a pudricion de papa lo que sugiere que no
emplea el sistema de secrecidn tipo | y Il. La cepa de
Agrobacterium sp. evaluada mostrd ser aerébica, con
capacidad de reducir nitratos lo que indica que presenta
la enzima nitrato reductasa por lo tanto es capaz de
reducir nitratos a nitritos (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion fisiologica y bioquimica de
Agrobacterium sp

Agrobacterium
sp.
Hipersensibilidad en tabaco -
Pudricion de papa -
Tincion de Gram -
Reaccion KOH +
Crecimiento anaerébico -
Oxidasa -
Catalasa +
Fluorescencia en medio B de
King
Colonia mucoide +
Hidrolisis de gelatina +
Dihidrolasa de Arginina -
Hidrélisis de almidon -
Levana -
Reduccion de nitratos +
Indol -

Caracteristica

El género Agrobacterium generalmente se asocia con
bacterias patégenas, sin embargo, hay cepas que no lo
son (Holmes y Roberts, 1981). Probablemente la cepa
de Agrobacterium identificada en el presente trabajo se
trate de alguna especie no patdgena, ya que, en las
pruebas de hipersensibilidad de tabaco y pudricion de
papa, la respuesta fue negativa, ademas en la planta de
donde se obtuvieron los explantes no presenta las
agallas tipicas que causa esta bacteria; sin embargo,
para aseverar o rechazar tal premisa, es necesario hacer
mas pruebas.

Una particularidad de Agrobacterium son las agallas o
tumores que forma en el cuello de la raiz o arriba de
esta zona, ya que €S un microorganismo que
generalmente penetra por la raiz (Nester, 2015). Una
peculiaridad de la cepa identificada es que se
encontraba en la copa del arbol (explante), en Ficus
benjamina se encontrd una especie nueva de la bacteria
en cuestion Agrobacterium larrymoorei sp. nov.,
aislada de las ramas de Ficus (Bouzar y Jones, 2001),
sin embargo, esta cepa es patdgena; caso contrario para
la cepa aislada en el presente trabajo (de acuerdo con
las pruebas realizadas).

Castro-Garibay et al., 2024

Si bien las agrobacterias son comunes en la microbiota
del suelo, tanto en forma saprobia como patogena, se
conoce poco sobre la estructura de estas poblaciones
bacterianas, principalmente a la dificultad de detectar
su presencia en el suelo, la rizosfera y el material
vegetal asintomatico (Peluso et al., 2003).

Korsten et al. (1995) aislaron Agrobacterium
radiobacter de hojas de arboles de aguacate cv Fuerte,
dicha especie es catalogada como no patégena (Alippi
etal., 2011).

CONCLUSIONES

El uso de sales cuaternarias de amonio para la
desinfestacion in vitro de aguacate, es la opcion mas
viable. Es preferible utilizar solucién de cisteina
liquida, para disminuir la oxidacion de explantes de
aguacate. Es necesario realizar ajustes en las
concentraciones 0 tiempos de exposicion, para
eficientizar el protocolo aqui mencionado para tratar
de eliminar los hongos y bacterias identificadas. Es
necesario hacer identificacion a nivel de especies de
hongos y bacterias, con el propdsito de poder dar mejor
manejo de las plantas previo al establecimiento in
vitro.
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