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RESUMEN

Se evalué la presencia de virus en bulbos de 24 variedades de ajo antes y después de
ser termo tratadas usando la técnica serologica DAS-ELISA paralos virus TEV, SLV, GarCLV,
0YDV y LYSV. Los bulbos de ajo fueron expuestos a temperatura de 33 * 1°C durante
un periodo de seis semanas. Después del tratamiento térmico, 23 variedades tenian al
menos un virus, sin embargo, ninguno de los cinco virus fue detectado en los bulbillos de
la variedad Espafiol, también, la variedad ChJO 13 fue positiva solamente a TEV. TEV fue
el virus mas persistente a través del tratamiento térmico. Independientemente del virus
o variedad, el porcentaje de bulbillos positivos virus fue de 53,5 y 45,1% antes y después
del tratamiento térmico respectivamente. La mayoria de los bulbillos mostré infecciones
multiples en diversas combinaciones. Solamente TEV y SLV aparecieron en infecciones
simples o con un solo agente viral; después del tratamiento térmico solo el TEV conservé
esta caracteristica. La concentracién viral de TEV no mostré cambios significativos antes
y después del tratamiento térmico.
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ABSTRACT

It was evaluated the virus presence in cloves of 24 varieties of garlic before and after
being thermo-treated using the serological technique DAS-ELISA for TEV, SLV, GarCLV,
0YDV, and LYSV. Garlic bulbs were exposed to 33 * 1 °C during a period of six weeks. After
thermic treatment, 23 varieties had one virus at least; however, none of the five viruses was
detected in the cloves of the variety Espafiol, also, the variety ChJO 13 was only positive to
TEV. TEV was the more persistent virus through the thermic treatment. In spite of virus
or variety, the percentage of virus-positive cloves was 53.5 and 45.1% before and after
thermic treatment respectively. Most of the cloves showed multiple infections in diverse
combinations. Only TEV and SLV appeared as single infections or with only one virus; after
thermic treatment only TEV kept this characteristic. Viral concentration for TEV did not

show significant changes before and after thermic treatment.
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INTRODUCCION

El estado mexicano de Zacatecas,
localizado en el norte centro del
pais es el principal productor de ajo
(Allium sativum L.) con alrededor de
2.000 hectareasanuales que aportan cerca
del 45% de la produccién nacional (10).

El cultivo enfrenta el ataque de enferme-
dades de origen fungoso como la pudricién
blanca (Sclerotium cepivorum Berk.) y se
conocelaincidencia de enfermedades provo-
cadas porvirus. Veldsquez-Valle et al. (2010),
reportaron la presencia de los virus del
jaspeado del tabaco (TEV: Tobacco etch
virus), (LYSV: Leek yellow spot virus), latente
del shallot (SLV: Shallot latent virus), latente
comun del ajo (GarCLV: Garlic common
latent virus) y del enanismo amarillo de la
cebolla (OYDV: Onion yellow dwarf virus) en
plantas colectadas en parcelas comerciales
de ajo en Zacatecas.

La mayoria de estos virus se han
detectado en los bulbillos de ajo y ya que
este se propaga asexualmente los virus
persisten en ciclos sucesivos de cultivo (9).

Las enfermedades provocadas por virus
en ajo, su sintomatologia, epidemiologia y,
sobre todo, su impacto en el rendimiento,
son poco conocidos en Zacatecas y conse-
cuentemente, su manejo por parte de los
productores es deficiente.

Las pérdidas provocadas por las infec-
ciones virales son variantes y pueden
depender, parcialmente, de la interaccion
agente viral-genotipo. En Argentina se
sefala que el Garlic virus A causé reduc-
ciones entre 14 y 32% en el peso de
bulbo y entre 6 y 11% en el didmetro de
las variedades Morado-INTA y Blanco-
IFFIVE (1). En México se ha reportado que
las enfermedades provocadas por virus
pueden causar una baja de 33 a 50% en el
rendimiento y hasta el 30% del peso de los
bulbos especialmente cuando la frecuencia
de virus como 0YDV, LYSV y SLV, entre otros
es elevada (3).

Una de las medidas de combate mas
eficientes es el empleo de "semilla” libre de
virus; su obtencion incluye la aplicacion de
quimio y termo terapia y cultivo de tejidos.
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El empleo de alta temperatura para
eliminar o reducir la "carga viral" ha
sido definida como la produccion de un
ambiente celular progresivamente menos
adecuado para el o los agentes virales (6) y
es un paso previo al cultivo de meristemos
que provean plantas libres de virus.Este
ultimo es un proceso que requiere de por
lo menos cinco afos (2). Una alternativa de
manejo empleando tecnologia al alcance
de los productores de ajo, es la aplicacion
de alta temperatura directamente a los
bulbos para eliminar o reducir la "carga
viral", sin dafiar su capacidad de germi-
nacion o posterior desarrollo. Sin embargo
en una primera etapa de la investigacion se
deseaba confirmar la efectividad del trata-
miento térmico sobre la incidencia de los
agentes virales en la hipdtesis de que seria
posible eliminar todos los agentes virales
de los bulbillos después de un periodo de
tratamiento térmico.

Objetivo
Evaluar el efecto de un termotrata-

miento sobre la presencia de virus en
bulbos de 24 variedades de ajo.

MATERIALES Y METODOS

Se evalué la presencia de virus en bulbos
de 24 variedades de ajo obtenidas del
programa de mejoramiento genético del
Campo Experimental Zacatecas (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias: INIFAP) y colec-
tadas en los estados de Aguascalientes,
Guanajuato y Zacatecas, México (tabla 1).

La presencia viral se determin6 en
forma previa y después de que se aplico el
tratamiento térmico.

Cuatro bulbos de cada variedad selec-
cionados al azar, de calibre 8, con un
indice visual de dormicion que fluctuaba
entre 80 y 87% y procedentes de plantas
asintomaticas se numeraron y sometieron
a tratamiento térmico, el cual consistio en
permanecer seis semanas consecutivas
en un rango de temperatura de 33 * 1°C
dentro de una estufa bacterioldgica Mca.
Felisa Mod. FE 131 Serie 111.

Los bulbos dentro de la estufa se
cambiaron de posicidon semanalmente
para evitar potenciales areas con fluctua-
ciones de temperatura.

Tabla 1. Variedades de ajo sujetas a termotratamiento y su procedencia geografica.

Table 1. Varieties of garlic under thermic treatment and their geographic origin.

Variedad Origen Tipo de ajo
1]JAM Zacatecas Jaspeado
3 ChP Zacatecas Jaspeado
5 Perla Aguascalientes Blanco
7 ENSP Zacatecas Jaspeado
9 COR Zacatecas Jaspeado
11 COR Zacatecas Jaspeado
13 ChJO Zacatecas Jaspeado
15 CHP Zacatecas Jaspeado
17 Espaifiol Aguascalientes Blanco
19 Celaya Guanajuato Morado
21 Pebeco Guanajuato Morado
23 Huertefio Guanajuato Morado

Linea/Variedad Origen Tipo de ajo
2]J0 Zacatecas Jaspeado
4 ChBM Zacatecas Jaspeado
6 EnJo Zacatecas Jaspeado
8 EJO Zacatecas Jaspeado
10 ENS P Zacatecas Jaspeado
12 ENP Zacatecas Jaspeado
14 JAS P Zacatecas Jaspeado
16 JASP Zacatecas Jaspeado
18 CC Zacatecas Jaspeado
20 Tacazcuaro Guanajuato Morado
22 Tingiiindin Guanajuato Morado
24 Sanmarquefio | Aguascalientes Blanco
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De cada bulbo se tomé al azar un bulbillo
antes y después del termotratamiento para
determinar la presencia de cinco virus
mediante la técnica de inmunoabsorcion
enzimatica denominada sandwich de doble
anticuerpo (DAS-ELISA).

Se utiliz6 los antisueros para
las proteinas de cubierta de los
virus del jaspeado del tabaco
(TEV: Tobacco etch virus), latente
del shalot (SLV: Shallot latent virus),
latente comun del ajo (GarCLV:
Garlic common latent virus), del enanismo
amarillo de la cebolla (OYDV: Onion yellow
dwarfvirus) y de franja amarilla del puerro
(LYSV: Leek yellow stripe virus) siguiendo
el protocolo del fabricante (AGDIA, Inc.)
y que, brevemente, consistié en agregar
a cada celda 100 pL de la savia contenida
en el tejido del bulbillo. En el proceso se
agregé un volumen igual de conjugado
IgG-fosfatasa alcalina.

Finalmente, se agregaron 100 pL de
sustrato PNP diluido en buffer de sustrato
a cada celda de la placa, la cual se incubd
en camara humeda y en oscuridad.

La lectura de absorbancia se realiz6 en
un espectofotometro Plate-Reader Mca. DAS
Mod. A 1 a una longitud de onda de 405 nm
para todos los virus con excepcién de SLV
donde la longitud de onda fue de 650 nm.

Como criterio para determinar el limite
de deteccion se utilizo el valor duplicado de
la desviacion estandar del testigo negativo.

Los valores superiores a este limite de
deteccion se consideraron positivos (8).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia viral previa al termotratamiento
En las plantas de ajo la eliminacion
de infecciones virales es dificil debido
a la acumulacién viral en los bulbillos;
el andlisis viral previo por medio de
DAS-ELISA revelé que las 24 variedades

fueron positivas a por lo menos uno de los
agentes virales, independientemente de
su procedencia geografica. Sin embargo,
solo el TEV se detecté en las 24 varie-
dades; SLV y LYSV fueron detectados en
95,8% de las variedades; OYDV y GarCLV se
encontraron en 83,3 y 33,3% de las varie-
dades respectivamente.

El rango de deteccidon dentro de cada
virus fue similar (25-100%) para TEV,
SLV, OYDV y LYSV; solamente para GarCLV
el rango de deteccion fue ligeramente
menor; de 25 a 75%, es decir en ninguna
variedad se alcanz6 el 100% de incidencia
con este patogeno (figura 1, pag. XXX).

Los resultados obtenidos en este
trabajo empatan con la presencia viral (con
excepcion del TEV) en el follaje de plantas
de ajo asintomaticas mencionada por
Velasquezetal (2010).Lapresenciadeestos
agentes virales en los bulbillos de ajo de la
Republica Checa habia sido mencionada
por Klukacova et al (2007), aunque con
diferentes porcentajes de deteccion. En la
India, Majumder et al. (2008), mencionan
la presencia del OYDV y SLV en los bulbillos
de lalinea de ajo denominada PS-10.

Incidencia viral posterior al trata-
miento térmico

En 23 de las 24 variedades termotra-
tadas se detectdé al menos un patégeno
viral; solo en las muestras de la variedad
Espafiol no se detectdé ninguno de los
cinco virus analizados. Destaca también
la variedad Perla en la que solamente se
detecté al TEV, aunque con incidencia
de 100%. Para algunos de estos virus se
manifestd6 una tendencia de diferente
magnitud, a reducir la incidencia después
del tratamiento térmico; para TEV
(de 100 a 98,5%), SLV (95,8 a 66,7%) y
LYSV (95,8 a 50%); lo opuesto ocurrio
con GarCLV (33,3 a 50%) y OYDV (83,3 a
87,5%) (figura 2, pag. XXX).
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Figura 1. Incidencia de TEV, SLV, GarCLV, OYDV y LYSV en bulbillos de 24 variedades de
ajo antes de ser sometidas a termotratamiento.

Figure 1. Incidence of TEV, SLV, GarCLV, OYDV y LYSV in cloves of 24 varieties of garlic
before being thermo-treated.
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Figura 2. Incidencia de TEV, SLV, GarCLV, OYDV y LYSV en bulbillos de 24 variedades de
ajo después de ser sometidas a tratamiento térmico.

Figure 2. Incidence of TEV, SLV, GarCLV, OYDV y LYSV in cloves of 24 varieties of garlic
after being thermo-treated.
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Perez et al (1996) indican una
reduccion de hasta 82,5% en la deteccién
de potyvirus en tejido meristematico
obtenido después de termotratamiento
aunque no se menciona la presencia
viral en el tejido del bulbillo remanente
después del termotratamiento.

Es importante sefialar la presencia
constante del TEV antes y después del
termo tratamiento en la mayoria de
las variedades. Este virus ya habia sido
mencionado afectando otras hortalizas
(incluyendo ajo y cebolla) en la region de
Zacatecas (12, 13).

No obstante, el nimero variedades
con cinco agentes virales pasé de cuatro
a nueve, antes y después del tratamiento
térmico respectivamente. No hubo cambio
en el niimero de variedades de ajo con tres
agentes virales (20,8%) en ambas fases
del estudio; un porcentaje similar (20,8%)
de variedades result6 con solo dos agentes
virales detectados.

Los resultados de DAS-ELISA en pre
tratamiento no mostraron lineas/varie-
dades con 0, 1 o 2 agentes virales; estas
categorias aparecen solo después del
tratamiento térmico y podrian evidenciar
un avance en la eliminacion de estos
patégenos en los bulbos de ajo

Al analizar las caracteristicas de la
presencia viral en funciéon del ntimero
de bulbillos positivos y bulbillos totales
examinados se encontr6 que la incidencia
promedio antes del tratamiento térmico
fue de 53,5%, es decir 237 de 480 bulbillos
analizados se encontraban infectados con
al menos un virus. La incidencia promedio
posteriormente al tratamiento térmico se
redujo a 45,1% lo que corresponde a 206
de 475 bulbillos examinados (se redujo el
numero de dientes ya que cinco bulbillos
en la linea CC 18 se perdieron) se encon-
traban infectados con al menos un virus.

En la mayoria de los bulbillos anali-
zados, independientemente del trata-
miento térmico, se detectd dos o mas
virus, sin embargo, en la fase de pre trata-
miento solamente se detect6 la presencia
individual del TEV y SLV en cuatro y tres
bulbillos respectivamente. Se identifico
12 interacciones infectivas diferentes
involucrando dos o mas virus; las infec-
ciones multiples mas comunes en esta
etapa resultaron TEV + SLV + OYDV + LYSV
y TEV + OYDV +LYSV con una incidencia
de 22,3 y 20% respectivamente. Después
del tratamiento térmico solamente se
registro la presencia individual de TEV en
19 bulbillos que representan el 21,1% de
los analizados. En el resto de los bulbillos
se detectd infecciones mixtas entre las
que destacan TEV + OYDV, TEV + SLV +
OYDVyTEV +SLVenel 30,0,15,5y13,3%
respectivamente. Después del tratamiento
térmico se registr6 11 interacciones infec-
tivas diferentes involucrando dos o mas
virus (tabla 4, pag. XXX).

Es de interés notar que algunas
interacciones infecciosas presentes antes
del tratamiento térmico ya no se presentan
una vez que se llevo a cabo la exposicion
térmica; solamente la interaccion TEV +
GarCLV + OYDV + LYSV, que no se detectd
en la fase de pre tratamiento fue identi-
ficada después del tratamiento térmico.
Por otro lado, la frecuencia de algunas
interacciones fue menor en la fase de pre
tratamiento que después del tratamiento
térmico como en el caso de la interaccion
TEV + OYDV cuya frecuencia de deteccion
pas6 de 3,5 a 30% antes y después del
tratamiento térmico respectivamente. En
el otro sentido, se registré ocho interac-
ciones que desaparecieron o disminuyeron
su frecuencia de deteccion una vez que se
sujetaron al tratamiento térmico.
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Tabla 2. Frecuencia de interacciones infectivas en bulbillos de ajo previa y posterior a
tratamiento térmico.

Table 2. Frequency of infective interactions in garlic cloves before and after
thermic treatment.

Interaccion infectiva

SLV
TEV
TEV+SLV+0YDV+LYSV
TEV + SLV + GarCLV + OYDV + LYSV
TEV + OYDV + LYSV
TEV + SLV + LYSV
TEV + LYSV
TEV + SLV
TEV + OYDV
TEV + SLV + OYDV
TEV + GarCLV + LYSV
SLV + GarCLV
TEV + SLV + GarCLV + LYSV
TEV + SLV + OYDV + LYSV
TEV + GarCLV + OYDV + LYSV

Pre tratamiento Post tratamiento
térmico térmico
4,71 0,0
3,5 21,1
22,3 0,0
3,5 6,7
20,0 0,0
59 0,0
9,4 0,0
4,7 13,3
3,5 30,0
8,2 15,5
1,2 4,4
2,3 0,0
8,2 1,1
2,3 0,0
ND? 7,8

! Frecuencia (%); ?No detectada. / * Frequency (%); Not detected.

La reduccion en la concentracién viral
pudiera constituir un indicativo de la
eficiencia del tratamiento térmico, especial-
mente en aquellos casos donde el nimero
de dientes positivos también se abatid.

En el caso de TEV, el virus mas frecuente
en ambas fases, el nimero de dientes
positivos  (incidencia) presentd pocos
cambios por lo que la concentracién viral
fue similar, evidenciada por los valores de
la desviacién estandar, en 19 de 24 varie-
dades. Sin embargo, en una linea (ChJO 13) la
concentracion se redujo y, notablemente, en
la variedad Espaiiol el virus no fue detectado
después del termotratamiento. En cinco
variedades la concentracion de TEV se incre-
ment6 después del tratamiento térmico.

Con respecto a la concentracion de SLV,
se observo una reduccién cuantificable en
seis variedades después del tratamiento
térmico; en las restantes 18 variedades no
fue posible evaluar el efecto del tratamiento

térmico sobre la concentracién viral ya que
al reducirse la incidencia, es decir el namero
de dientes infectados, no fue posible calcular
la desviacién estandar y por ende, no se
pudo llevar a cabo la comparacién pre y
post tratamiento. Este mismo resultado se
repitié con GarCLV, OYDV y LYSV.

Es oportuno mencionar que la concen-
tracion viral se incrementé después del
tratamiento térmico en algunas varie-
dades como en el caso de la variedad 8
(ENJO) ylavariedad Tacazcuaro infectadas
con TEV; la misma variedad Tacazcuaro
infectada con GarCLV también incre-
mentd su concentraciéon viral después
del termotratamiento. La concentracion
viral después del tratamiento térmico en
la variedad 9, COR, infectada con OYDV
también fue superior a la concentracién
previa al tratamiento; en el caso de LYSV
esa misma tendencia se identific6 en la
variedad Tacazcuaro.
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De acuerdo con Panattoni et al. (2013)
se sabe que la termoterapia es potencial-
mente efectiva para degradarlas particulas
virales presentes en la célula aunque su
comportamiento es pobre con respecto a
la sintesis de nuevos viriones. Los resul-
tados negativos a la presencia de algunos
de los virus asi como la reduccién en la
lectura de concentracion viral registrados
en este trabajo podrian ser explicados en
funcién de esa capacidad de degradar los
viriones de la termoterapia, sin embargo
se requiere comprobar la sintesis de
nuevas particulas virales, especialmente
en variedades como Espafiol que resul-
taron negativas a los virus probados
después del tratamiento térmico.

Los resultados obtenidos no permiten
confirmar la hipétesis de la total elimi-
nacion viral en los bulbillos mediante
el tratamiento térmico evaluado. Es
posible que la aplicacion del termotrata-
miento ayude a reducir la "carga viral"
en los bulbos de ajo como una medida
alternativa a la costosa y prolongada
produccion de plantas libres de virus por
medio de cultivo de tejido meristematico,
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