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RESUMEN

La corriente eléctrica como una aliernativa en la eliminacién de virus durante un proceso de
saneamiento de aﬁntas, no ha side investigada a fontlo en México, Por otro lado, las enfermedades virales
que infectan al cultivo del ajo tampoco han sido todavia estudiadas, aunque en otros paises se ha
[Brol'undizado sobre sus efectos en los rendimientos y la calidad de los productos. Los objetivos del presente
trabajo fueron: Disefiar y construir ¢l equipo a utilizar en la aplicacién de iratamientos con corriente
eléctrica a malerial vegetal de propagacién y evaluar sus efectos sobre semilla asexual de ajo. comprobar la
presencia de las enfermedades onion yellow dwarf virus (OYDYV) y leek yellow streak virus (LYSV), en
bulbo-semilla de clones de ajo cultivados en el estado de Nuevo Ledn y evaluar el efecto de la corriente
eléctrica sobre la capacidad de brotacién de dientes de ajo, como pretratamiento en la eliminacién de virus
que atacan esle cultivo. Se lograron construir dos modelos para la aplicacién de electroterapia a material
vegelal de propagacion de ajo. La corriente eléctrica aplicada con estos equipos tiene efectos sobre el
material de propagacidn muy similares a los de la termoierapia, al provocar su calentamiento y la
disminucién en su capacidad de brotacién, conforme se incrementa el nivel de voltaje aplicado, disminuye el
porcentaje de brotacion, también se observé diferente respuesta al tratamienio con respecio a los clones
}uilizados. En plantas con sintomas visuales de las enfermedades cansadas por el complejo viral del ajo. los

resultados de tos andlisis ELISA con anticuerpos especificos, mostraron reaccion positiva en las muestras
\ ;

hnalizadas.
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SUMMARY

\ The eleciric current as an alternative methad for eliminating the virus during the sanitation of the
;;lanls, decply has not researched in Mexico. On the other hand. the virus diseases that infect garlic neither
have been studied. although in other couniries have been already studied their effects widely on the yields
a‘md products quality. The objetives of this work were: Design and manufacture the equipment to use in the
aplication of treatments wilh eleciric current on material of plant propagation and evaluale their elfects on
asexual seed of garlic, verify the presence of the onion yellow dwarf virus (OYDV) and Leek yellow streak
virus (LYSV) diseases in seed-bulb of garlic clones cultured in Nuevo Leon state, Mexico, and evaluale the
effect of the electric current on sprout capacity of gatlic clove. Two prototypes for the application of
electrotherapy on material of garlic propagation were construcled. The electric current applied using the
devices has effects on the material of propagation. These effects are very similar as thermotherapy; causing
heating and decreasing the sprout capacity, when is increased the applied voltage; In addition the sprout
porcentage is decreased. The effect of the treatment was different related to the used clones. There were
plants which showed visual symptoms of the diseases caused by the virus complex of garlic, the resulls of the

ELISA analysis using specified antibodies showed positive reaction in the analyzed samples.
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1. INTRODUCCION

* El cultivo del ajo {Alfium sativiem L) es importante en nuestro pals, se cultiva en varios estados de
l‘a Repiiblica Mexicana siendo el estado de Guanajuate el principal productor (Pérez, et al., 1996); en el
estado de Nuevo Ledn se puede encontrar en los municipios de Cadereyta, Allende, Montemorelos y
General Teran (Huerres y Carballo, citados por Estrella, 1988); constituye uh cultivo de importancia
econdmica ya que es ampliamente utilizado como condimento y por sus propiedades medicinales
(Cardenas, 1995).

El ajo se propaga dnicamente en forma asexual, lo que trae come consecuencia que Jas
enfermedades virosas se transmitan facilmente a través de Jas generaciones, ocasionando pérdidas en los
tendimientos. La presencia de enfermedades causadas por virus en ajo ha sido observada en paises de los
cinco continentes (Bruna ef af., 1992; Herndndez ef al., 1994)

Las enfermedades de origen viral son causa de pérdidas econémicas en la produccién agricola
mundial al reducir los rendimientos en diferentes proporciones, en muchos casos, a pesar de no ser
observados sintomas clasicos de una infeccién, causan pérdidas en la cosecha final. Por lo anterior, el
principal problema que limita la produccién de ajo es la falta de "semilla” certificada.

Por la importancia econdmica que representa este cultivo, se deben considerar medidas de
prevencion y/o control ante los factores que pueden mermar su produccién (Pérez et al., 1996).

Los métodos mas utilizados para oblener plantas libres de \firus son la termoterapia y el cultivo
::ie meristemos in vitro, (Quak, 1977}, asi mismo, se han intentado otros métodos como la quimioterapia,
la radiacién y el ultrasonido pero los resultados no han sido satisfactorios (Guerrero, 1978; Dunez, 1987).

El uso de la electroterapia como tfratamiento para saneamientc de plantas puede llegar a ser
considerado como una nueva opcion; sin embargo, es necesario desarrollar el conocimiento y los medios
necesarjos para un optimo aprovechamiento de la misma; es decir, las condiciones necesarias para su uso,

alcances, limitaciones, perspectivas, efectos y causas de éstos, asi como su redituabilidad econémica.



1.1 Objetivos

Con la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

1. Disefiar ¥ construir el equipo a utilizar en la aplicacién de tratamientos con corriente eléctrica

a material vegetal y evaluar sus efectos sobre semilla asexual de ajo.
|

2. Comprobar la presencia de las enfermedades onion yellow dwarf virus (OYDV) y leek yellow
streak virus (LY3V), en bulbo-semilla de clones de ajo cultivados en el estado de Nuevo Leén.
3. Evaluar el efecto de la corriente eléctrica sobre la capacidad de brotacién de dientes de ajo,

como pretratamiento en la eliminacién de virus que atacan este cultivo,

1.2. Hipdtesis

Las hipétesis a probar fueron las siguientes:

1. Para la aplicacion de electroterapia a material vegetal de propagacion, es posible el disefio y la
fabricacion del equipo adecuado y necesaric, de manera tal que no cause dafios al material tratado,

2. Por ser un cultivo propagado normalmente en forma asexual, clones de ajo que se establecen

en ¢l estado de Nuevo Leodn estan infectados por los virus OYDV y LYSV,
|

3. El tratamiento con corriente eléctrica permite la sobrevivencia de dientes de ajo, por lo que
| .

puede ser utilizado como pretratamiento en la eliminacién de virus que infectan este cultivo.



2. LITERATURA REVISADA

2.1. Importancia del cultivo

2.1.1. Importancia econémica

‘ El ajo (Allium sativum L.) es producido en 21 estados de la republica mexicana; en el afio
agricola 1993 se sembraron 7568 hectireas para una produccidon de 52,196 toneladas, el promedio
nacional de rendimiento fue de 6.89 ton /ha, el precio medio rural estuvo en los 2,598.18 pesos la tonelada
¥ el valor de la produccién total fue de 135,614,685 pesos. Los principales estados productores son
Quanajuato, Zacatecas y Aguascalientes, En el estado de Nuevo Leén se sembraron 226 hectireas para
una produccién de 628 toneladas, ocupando asi €l noveno lugar en superficie sembrada y el octavo en
produccién (INEGI, 1997). El estado de Guanajuato es el principal productor de ajo en nuestro pals,
sembrando anuakmente de 3,000 a 6,000 hectireas, con una produccién aproximada de 40,000 toneladas,

representando el §0% de la produccion nacional (Pérez et al., 1996).

2.1.2. Importancia medicinal y alimenticia

El ajo constituye un cultivo de importancia econdémica al ser utilizado como condimento y por

sus propiedades medicinales; Cérdenas (1995) y Hornedo (1987), mencionan que el ajo puede ser usado

para tratar una gran diversidad de enfermedades. ’
I

La aliina proporciona el sabor del ajo crudo y la alicina su aroma caracteristico (Garcia, 1990); su
composicion nutritiva difiere segin la variedad elegida para el analisis, como ejemplo se presenta el
cuadro 2.1,

En 1991 el consumo per-capita de ajo fue de 402 gramos (Gomez et af., 1991). Es un condimento
imprescindible en 12 cocina ya sea natural o industrializado, ademés, existe la feria mundial del ajo en
Gilroy, California donde pueden encontrarse una serie de productos hechos a base de ajos, incluso nieve,

< vino, fijadores vy hasta perfumes (Hornedo, 1987).



Cuadro 2.1. Composicidn nutritiva de diferentes variedades de ajo (Garcla, 1990).

Compuesto Fersini Yamaguchi Japon Unidades
Desperdicios o 20 L er
agua 61 61 63 gt
proteinas 4 6.4 6.7 er
Lipidos y grasas 0.5 0.5 0.1-0.2 gr
Glicidos 20 29 28

Celulosa o - |

Vitamina B1 02 " 02 18-21 mg
Vitamina B2 0.11 0.11 0.08 mg
Vitamina C 9-18 15 9-18 mg
Niacina 0.7 0.7 0.6 mg
Calcio 10-24 24 . mg
Hierro 1.7-23 1.7 23 mg
Magnesio _ 32 _ mg
;:6sf0ro 40-195 195 - - mg
lPotasio 540 _ . mg
Valor energético 98-139 100-139 o Calorlas

|
2.2. Problemas fitopatolégicos del ajo

2.2.1. Bacterias

Las bacterias fitopatdgenas afectan a casi todos los tipos de plantas y, bajo ciertas condiciones
ambientales, pueden ser extremadamente destructivas (Agrios, 1995); Provocan diversos tipos de enzimas,
toxinas y otras substancias que afectan a las plantas y producen sfntomas como pudriciones blandas,

marchitez, manchas foliares y otras (Fucikovsky, [992). Entre las enfermedades bacterianas que infectan



¢l ajo, se ticnen a la pudricion suave (Erwinia carotovora [L.R. Jones] Holland) (Garcia, 1988) y otras de

l"os géneros Pseudomonas y Corynebacterium (Fusikovsky, 1992).

?..2.2. Hongos

‘ Se considera que mas de 8,000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas y cada

uno de ellos atacan a varios tipos de plantas (Agrios, 1995). Garcia (1988), Veldzquez (1990}, Laborde
(1992), Mendoza (1992), Sobrino y Sobrino (1992) y Pérez ef al. (1994), sefiaian que e ajo es afectado
por las siguientes enfermedades fungosas: mancha parpura (Alternaria porri [EU] Cif), moho gris
(Botrlytis ailii Munn), pudricion del bulbo (Fusaritm oxysporum Schlecht), pudricion seca
(He!mintosporiwr: allii Camp), roya del ajo (Puccinia allif), pudricién blanca (Sclerotium cepivorum

Berk), mildi (Perenospora destructor [berk] Camp) y Fusarium spp.

2.2.3. Nematodos

Los nematodos fitopardsitos se caracterizan por tener un estilete (estomatoestilete u
odontoestilete) que funciona como aguja hipodérmica substrayendo el contenido citopldsmico de las
células del hospedante durante su alimentacién (Zavaleta, 1992). La importancia de los nematodos como
organismos fitopatégenos aumenta por ser también agentes transmisores de algunos virus y hongos
tAgrios, 1995).

Los nematodos pueden provocar dafios a tejidos superficiales o bien, al interior de las rafces u
otros tejidos. Algunas formas parasitan de ambas maneras. Pueden atacar raices, bulbos, tallos, hojas 0
yemas; llegan a ocasionar agallas, amarillamiento, achaparramiento o decaimientos que en ocasiones se
piensa que se deben a otras causas (Garcfa, 1988).

Garcia (1983) y Zavaleta (1992), sefialan que los géneros de nematodos que causan dafio en ajo

son; Aphelenchoides, Ditylenchus (en especial D. dipsaci, que ocasiona el marchitamiento y muerte de

epidermis del ajo), Dorilaymus y Globodera.



2.2.4. Virus

Los virus sen patdgenos obligados completamente dependientes de los constituyentes y
t‘noléculas celulares para su propia sintesis. Sus formas y tamaflos son muy diversos, a menudo se
describen como varillas rigidas y filamentos ondulados, en forma de bacilo o esféricos. tanto isométricos

como poliédricos (Dunez, 1987; Agrios, 1995).

2.2.4.1. Importancia de los virus

Las enfermedades de origen viral han causado pérdidas importantes en la produecién agricola
mundial, se ha llegado a perder de un 70 a un 100% de rendimiento en cultivos como papa, remolacha y
frutales, en ocasiones el crecimiento no es afectado severamente ni el rendimiento disminuido, pero si
demerita la calidad (Dunez, 1987).

Los virus provocan enfermedades que actualmente representan uno de los retos més serios e
importantes en los sistemas de produccién de las plantas cultivadas de México y el munde (Urias y
Alejandre 1992). Su importancia e impacto radican en los siguientes puntos:

L. Reducen la produccién y calidad de los cuitivos.

2. Por la mezcla de los virus que se presentan en la naturaleza.

3. Por no contar con herramientas quimicas para su combate o control,
h. Porlo dificil y caro que resulta el diagnostico de estas enfermedades.
5. Por la facilidad de transmisidn.

Quak (1977), cita varios ejemplos de comparacién de rendimiento en calidad y cantidad entre
plantas infectadas con virus y plantas libres de éstos; las ultimas sobresalen favorablemente; en algunas
especies vegetales a pesar de no presentar sintomas, se observan efectos favorables cuando se someten a
un trratamiento para su saneamiento. Zaag (1987) considera que el wimero de generaciones que
transcurren desde 1a infeccion, influye en a reduccion del rendimiento; ademas, la progenie vegetativa de

una planta que ha sido infectada por primera vez, puede producir mejor que la progenie de una planta



infectada una o miés generaciones atrds. En cada generacién los sintomas son mds severos y menor el

' . .
rendimiento.

2.3. Virosis del ajo

i.3.1. Antecedentes

Las especies cultivadas del género Alfium estdn cominmente infectadas con uno o mas virus,
¢éspecialmente cuando se propagan vegetativamente) Las enfermedades virales y los virus de importancia
economica del género Allium se han estudiado en diversas partes del mundo desde el descubrimiento del
onion yellow dwarf (OYDY) a principios de este siglo (Sherl y Macnab, s/a; Van Dijk, 1993b).
| Conci ef al. (1992), mencionan que en ajo, los virus con particulas filamentosas flexibles han
sido reconocidos por muchos aflos. Estos virus parecen estar universalmente presentes en cultivos de ajo
con excepcion de los tratados por medio de cultivos de meristemos in vitro. Estudios con microscopia
electronica indican que el ajo propagado vegetativamente tiene complejos virales mas que virus simples
(Van dijk er al, 1991).

Los virus OYDV, Leek yellow streak virus (LYSV) y el shallot latent virus (SLV) fueron los
primeros virus caractlerizados con antisueros disponibles. Al mismo tiempo, dos virus del mosaice del ajo
(potyvirus) ¥ un virus latente del ajo (carlavirus) se caracterizaron en Japén. El garlic yellow streak virus
{GYSV) (potyvirus) se describié en Nueva Zelanda pero su identidad parece incierta (Bos et al., Lee et
171., Abico e al., y Mchamed y Young, citados por Van Dijk, 1993b)

Conci (1997), sefiala que el ajo es afectado por un compleje de virus causante de una enfermedad
a la cual, por los sintomas que provoca, se le conoce como mosaico del ajo, enfermedad que se reporta en
todas las zonas productoras del mundo.

Sutarya ¥ Van Dijk (1994) reportan sintomas en todas las muestras de ajo del oeste y centro de
Java. Por medio de ELISA, los asociaron con la presencia de OYDV-G y LYSV-G. Los porcentajes de
plantas infectadas por los dos virus fue similar en las dos 4reas y fueron en promedios de 87% y 19% para

OYDV-G y LYSV-G respectivamente. Estos valores estin en la misma magnitud de plantas de otras

partes del mundo.



2.3.2. Virus que infectan el cultivo del ajo

El cuitivo del ajo es afectado por diversas enfermedades vir_ales tales como: onion yellow dwarf
\(ims (OYDV), leek yellow streak virus (LYSV), garlic yellow streak virus (GYSV), garlic latent virus
(GLV), garlic mosaic virus (GMV), narcisus latent virus (NLV), shallot mite-borne latent virus (SMbLV)
{Cournet, 1992; Quak, 1977; Hemdndez y Ruiz, 1992; Graichen ¢¢ af, 1988; Conci et al., 1992; Koch ¥
Salomon, 1994; Yamashita y Oikawa, 1992; Van Dijk et al., 1991).

Van Dijk (1993a, 1993b) identifica al OYDYV (potyvirus) y al LYSV (potyvirus) que infectan ajo
como razas distintas y especificas para esta especie, a las que clasifica como OYDV-G (potyvirus) y
LYSV-G, (potyvirus) los cuales actian en complejo. Clasifica a tres virus a los que llama garlic common
latent virus (GCLV) (carlavirus), onion mite-borne latent virus (OMbLV) (carlavirus), asi como a la raza
ajo de shallot latent virus (SLV-G) (carlavirus); reporta ademas al arabis mosaic virus(AMV) (nepovirus),
carnation latent virus (CLV) (carlavirus), narcisus latent virus (NLV) (carlavirus) y al tomato black ring
virus (TBRV) (nepovirus).

Lot et af. (1994) reportan una enfermedad enanizante de ajo en el sureste de Francia a la que
llamé garlic dwarf virus (GDV) y lo clasifica como una enfermedad semejante a reovirus y menciona que

’ r
inodria ser el primer informe de un reovirus afectande una monocotileddnea que no sea graminea.

I1.3.3. Importancia de los virus del ajo

Messaien et al., citado por Van Dijk, (1993b) informa de la prevalencia de los virus en cultivares
de ajo de los cinco continentes. Koch y Salomon (1994), mencionan que el ajo por ser un cultive que se
propaga vegetativamente, todos los clones tradicionales estin infectados con uno o mas virus; Herndndez
¥y Ruiz (1992), ubican a las enfermedades virales como uno de los problemas del ajo en los paises
productores. Van Dijk (1993b) obtuvo valores de reaccién positiva de 20 y 45% para el virus LYSV,

mientras que para el OYDV fueron de 61% y 50% en muestras de ajo cultivado y silvestre

respectivamente.



1 La incidencia depende mucho del mtétodo de muestreo, en muestras de ajo vendido para
\

consumo las tasas de infeccion son cercanas al 100%. Las pruebas de muestras de selecciones de una
(I:ompaﬁia mejoradora, propagadas de plantas seleccionadas por apariencia sana, mostraron que plantas
iibres de OYDV-G pueden ocasionalimente encontrarse en ajos de muchos paises (Van Dijk, 1993b).

Algunos virus, principalmente los potyvirus OYDV y LYSV, causan sintomas de mosaico en
hojas infectadas y hasta un 35% de pérdida en el rendimiento. Otros virus, principalmente carla y
rimovirus, estdn latentes en las hojas y dientes y no parecen afectar significativamente el rendimiento
(Koch y Salomon, 1994).

Iwai et al. (1990), encontraron que de 189 clones de varias partes del mundo, 145 reaccionaron
positivamente a los antisueros para GLV y OYDYV. Sclamente 12 reaccionaron Ginicamente para OYDYV;
Deng, ef al. (1991), colectaron 1386 bulbos de ajo de mercados y campos de cultivo; por medio de la
técnica de ELISA encontraron que 413 bulbos reaccionaron con anticuerpos para GLV; sin embargo, se
detectd solamente en 146 hojas de 655 plantas desarrolladas en campo. Graichen et al. (1988), reportan
que el cultivar thuringer de ajo infectado con OYDV y/o GLV, mostrd reducciones significativas (P<0.053)
en peso del bulbo cuando estuve infectado con ambos virus o con alguno de los dos. Matsubara ef al.
(1990), obtuvieron de bulbos derivados de dientes de ajo libres de virus un rendimiento de 93.5 g de
dientes/bulbo, comparado contra un 64.4 g en bulbos procedentes de dientes infectades con virus. Walkey
?r Antill (1989) encontraron mayor peso y mimero de dientes en las cabezas de los grupos libres de virus
que en los infectados. El nimero de dientes en algunos cultivares fue mayor en los grupos infectados que
en los libres de virus, pero de un menor peso.

En paises donde se han obtenido plantas libres de estos patdgenos se reportaron aumentos en los
rendimientos que varian entre 3 y 45% y entre 30 y 70% (Havranek, Marrou et al., citados por Conci,
1991).

El OYDV es considerado la principal causa de sintomas de enfermedad en el compiejo de virus
infectando el cultivar Blanc de la Drome; es causante de pérdidas de un 20 a un 30% en el rendimiento de

cultivares franceses no especificados (Delecolle er al., citados por Walkey y Antill, 1989),



La seleccidri de plantas vigorosas de clones infectados, basada en la ausencia de, o una reduccién

en sintomnas en las hojas, puede resultar en altos rendimientos de clones de cultivares especificos (Walkey

y Antill, 1989).
I

2.3.4. Clasificacién de los virus del ajo

De acuerdo con la caracterizacidon hecha por Van Dijk (1993a, 1993b), los grupos taxontmicos
de los virus que infectan especies de Allium son potyvirus, carlavirus y nepovirus. En el primer grupo
estin los virus que se conocen como mas importantes que atacan ajo, el OYDV y el LYSV, ya que son
reconocidos mundialmente, con mucha frecuencia estin presenies en forma mezclada, por su grado de

infectividad y por el dafio econémico que causan al cultivo.

2.3.5. Caracteristicas de los virus del ajo

Los potyvirus constituyen un grupo may grande de virus vegetales, a este grupo pertenecen los
dos virus m4s importantes que atacan ajo, el OYDV y ¢l LYSV (Sutarya y Van Dijk, 1994). Franki ef al.
{1985) los decriben como particulas tipo varilla flexible de entre 680 y 900 nm de longitud y de
aproximadamente 12 nm en didmetro. Cada particula esta construida con simetria helicoidal, de una
?specie simple de proteina de Mr entre 32 y 36 X 103, encapsulando una molécula simple sensible
positiva, ARN de filamento simple de Mr entre 3.0 y 3.5 X 100, Los nepovirus son particulas isométricas
de aproximadamente 30 nm, tienen forma polihédrica de una especie sitple de proteina de Mr entre 55 a
60 X 103, cubriendo una molécula de ARN de filamento doble de Mr entre 1.3 vy24a28X 106. Los
carlavirus son varillas flexibles de 600 a 700 nm de largo por 13 de didmetro, de una especie simple de

proteina de Mr de aproximadamente 32 X 103, cubriendo una molécula de RNA de filamento sencillo de

aproximadamente 2.7 X 108.
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2.3.6. Sintomatologia causada por los virus del ajo
|

Nome (1987), indica que no todos los virus producen sintomas definidos en sus hospederos, por
lo cual, en n:mchas circunstancias, las enfermedades pasan inadvertidas o son dificiles de evidenciar; en
éonsecuencia, es posible que el dafio econémico o las pérdidas originadas por la enfermedad no sean
percibidas. Una moderada reduccion del nimero o del tamafio de frutos, rafces o tubérculos, o la

disminucién de la vida productiva de Ia planta, probablemente no se aprecian o se atribuyen a factores

ambientales o culturales, especialmente si todas las plantas del cultivo estdn infectadas de manera
|

uniforme y no existen ejemplares sanos para compararlas.

Gibbs y‘Harrison (1976), sefialan que los virus que no causan sintomas detectables 0 no provocan
sintomas, pueden causar que plantas enfermas no sean eliminadas de un cultive al tratar de realizar un
control mecénico.

Los sintomas de plaotas infectadas en un mismo campo van desde un estriado amarilla brillante
hasta un ligero estriado. Estas diferencias en la severidad de los sintomas pueden deberse a las diferencias
en virulencia (Sutarya y Van Dijk, 1994). Sherf y Macnab, (s/a) mencionan que las plantas infectadas con
OYDV estdn severamente enanizadas, los tallos y hojas se tornan amarillas en grados variables, desde
unas cuantas bandas hasta las hojas completas. Las h(;jas tiecnden a doblatse y arrugarse, lo que provoca
t{ma apariencia de plaﬁta enana. Los bulbos permanecen sdlidos pero ;m alcanzan su tamafio completo.

En plantas indicadoras o diferenciales, es la variacién de sintomas lo que ayuda a separar virus
cuando estdn mezclados, los sintomas pueden ser desde lesiones ligeras hasta severas tanto locales como
sistémicas. El TBRV y el ArMV causan reacciones severas en Celosia argentea, Chenopidium
amaranticolor, C. murale y C. quinoa. El SLV-G causa lesiones locales en Celosia arggn!ea ¥y
Chenopeodium spp. El SLV provoca lesiones locales en C. amaranticolor y C. quinea. E| GCLV ocasiona
el desarrollo de lesiories necr6ticas o anillos verdosos con centro necrdtico en C. quinoa y C. murale, sblo

anillos verdosos en C. amaranticolor. Estos sinfomas varfan dependiendo de la especie en que se

inoculen, la patogenicidad del virus o raza de virus y del aislamiento que se utilice (Van Dijk, 1993a;

Cardenas, 1992)



2,3.7. Transmisiton de los virus )

I Se conocen varias maneras de dispersidn ademés de la propagacion asexual de material vegetal
infectado; algunos virus pueden transmitirse por semilla o polen; los animales como los artrépodos y
nematodos, ¥ los hongos del suelg, sirven tambigén como vectores de virus; aungue con menos frecuencia,
la infeccién puede ocurrir por ¢l contacto con herramientas a las plantas, incluso por el roce entre ellas.
Estos modos de transmisién permiten la supervivencia del virus y su dispersién a cortas y medianas

distancias. La dispersion a largas distancias ocurre por el movimiento mundial de material vegetal (Dunez,

1987).

2.3.7.1. Transmisién por propagacifn vegetativa

Agrios (1995) seiiala que siempre que las plantas se pi’opaguen vegetativamente, cualquier tipo
de virus que exista en la planta madre, serd trasmitido a la progenie. Un principio de patologia vegetal
sefiala que las especies multiplicadas vegetativamente durante muchos afios se infectan sistémicamente
é‘:on uno o varios patégenos, en especial virus o agentes similares (Nylz;nd, citado por Non:le, 1987).

El ajo es una especie propagada vegetativamente, por tanto, es alta la probabilidad de que se
tlancuentre infectado por aiguno de los diversos virus que atacan liliAceas, excepto si es propagado por

gultivo de m;zristemos (Walkey y Antill, 1989; Conci et al., 1992; Salomon er al., 1996).

2.3.7.2. Transmisidn por semilla

En la semilla también pueden encontrarse virus que son transmitidos a las plantas; Vidales y
Delgadillo (1987), encontraron por medio de ELISA que semillas de materiales genéticos de melén y
pepino estaban contaminados por los virus del mosaico del pepino y mosaico de la calabaza. Se conoce

que el OYDV y otros virus del ajo no se transmiten por esta via (Smith, 1972)
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|
2.3.7.3. Transmisién por insectos

Los afidos son los principales agentes transmisores de los virus, Sherf y Macnab (s/a), sefialan a

Myzus persicae Sulz como el vector més eficiente de OYDYV, seguido por Schizaphis graminum Rondani

3|.' Rhopalosiphum padi, aunque puede ser transmitido por 50 especies de &fidos diferentes (Drake et ai,

citados por Smith, 1972). Sutarya ¥ Van Dijk (1994) mencionan que aunque los 4fidos transmiten de

marnera no persistente los virus en ajo, ¥ a pesar de que no colonizan Alliwm en el campo, los afidos alados
son eficientes vectores de virus cuando se posan momentineamente en el cultivo para alimentarse,

| En el género Allium, el dcaro Aceria tulipae, es capaz de transmitir al onion mosaic virus (OMV),

al GMV, ademas del OMbLV y del SMbLV;, estos cuatro virus pertenecen al grupo de los carlavirus de la

familia Potyviridae (Van Dijk, 199]). En ajo, Aceria tulipae se concentra en los dpices en crecimiento y

cn las bricteas (Otero, 1992).

2.3.7.4. Transmision desde el suelo

Los virus ArMV y TBRYV son transmitidos desde el suelo a especies de Allium; la infeccién por

virus desde el suelo puede ser por hongos o nematodos (Van Dijk, 1993b; Otero, 1992; Mendoza, 1992).

|
2.3.8. Diagnéstico e identificacion de virus

Cuando se investiga la identidad de un virus es importante determinar primero si es similar a
alguno de los virus ya conocidos, esta es la lase de diagnéstico. En algunos casos con solo conocer el
sintoma que inducen, la morfologia de fa particula, el tipo de inclusién viral y una prueba serologica es
suficiente para ubicarlo en alglin grupo de virus. Si no es posible colocarla en alguno, se pasa a la fase de
identificacién o descriptiva, en la que se realizan todas las pruebas posibies para asegurarse que el virus es
nuevo, establecer sus relaciones y publicar su descripcion. Para la identificacidn de virus se utilizan
diversas pruebas y observaciones como pueden ser hospedantes diferenciales, sintomatologia, estabilidad

del virus en la savia, serologfa o microscopfa electrénica (Cardenas, 1992).



2.3.8.1. Plantas indicadoras '

Las plantas indicadaras ayudan en la identificacién del virus por los sintomas que producen, o
J
bien, usando plantas diferenciales es posible separar virus cuando se tienen mezclas (Cérdenas, 1992).
Hernéndez v Ruiz (1990); Bruna ef ai. (1992) diagnosticaron virosis en ajo mediante plantas indicadoras,

por su parte Van Dijk (1991, 1993a, 1993b) auxilidndose de plantas diferenciales aislé y caracterizé

diversos virus y razas de éstos que atacan especies cultivadas y silvestres del género Alfium.

2.3.8.2. Sintomas

Algunas plantas pueden no mostrar signos de infeccion, lo que hace necesario probar si las
plantas son asintométicas, si realmente estan infectadas o si el virus estd latente (Cardenas, 1992). Los
sintomas pueden observarse tanto en la especie de interés como en plantas indicadoras; existe una gran
cantidad de éstas que se utilizan con este fin; algunas son silvestres y otras cultivadas, como las del género
Chenopodium o algunas del género Nicotiana, pudiéndose usar incluso especies silvestres del mismo
género de la especie de interés (Hernéndez ef ai,, 1992; Van Dijk, 1991; Cardenas, 1992).

2.3.8.3. Inclusiones virales

El tipo de inclusién viral, localizacion, subestructura y composicién quimica es util para
diagnéstico e identificacion de los virus. Todos o la gran mayoria de virus dentro de un grupo taxonémico
inducen el mismo tipo de inclusidn, ademds, con las inclusiones se puede determinar si una infeccién viral
es provocada por uno o més virus, ayudan a definir a éstos cuando la sintomatologia observada en plantas
en el campo es muy parecida y en algunos casos, también se puede llegar a identificar virus a nivel de
grupo; por ejemplo el onion mosaic yellow virus (OYMV), en cebolla, forma inclusiones citoplasméticas,

amorfas y granulosas (Cardenas, 1986, 1992).
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2.3.8.4. Pruebas seroldgicas

La serologia provee informacién especifica y rdpida con respecto a la presencia de los diferentes
yitus. Las 'pmebas serologicas existentes incluyen la microprecipitacién, aglutinacién de latex,
inmunedifusién e inmunoabsorbencia con enzimas conjugadas (ELISA). Esta dltima es altamente sensible
¥ especifica; la prueba mas utilizada, por su alta sensibilidad, es el doble sandwich de anticuerpos
(ELISA), que permite evaluar un gran niimero de muestras simultineamente en corto tiempo y mediante

un procedimiento sencillo (Conci, 1991; Cardenas, 1992).

5.3.8.5. Microsc;)pla electrémica

La técnica de inmunomicroscopia es especifica ya que se usa un anticuerpo para un virus
especifico, ademds facilita la observacién de las particulas cuando se presentan en concentraciones bajas.
El método consiste en cubrir 1as rejillas con el anticuerpo, después se pone la savia y al final se tifie con la
tincion negativa (Baker et al,, citado por Cdrdenas, 1992; Conci, 1991; Milne y Luisoni, 1976).

En el estudio de la virosis del ajo, la serologia conjuntamente con la microscopfa electronica
constituyen las herramientas de mayor utilidad en el diagndstico, Se recomienda en un primer paso aplicar
!a técnica de ELISA y en una segunda etapa, las plantas detectadas como sanas, se estudian por inmuno-
electro-microscopia (IEM) a fin de detectar la presencia de virus. Estas técnicas son una combinacion de
serclogia con la microscopia electrénica (Conci, 1991).

Walkey y Antili (1989), Conci y Nome {1992), Bruna et al. (1992), Van Dijk (1991, 19934,
1993b), Sutarya y Van Dijk (1994), Lot et al. (1994), Koch y Salomon (1994), y Herndndez, ef al. (1995)
usaron tanto la técnica ELISA como la inmuno microscopia electrénica para el diagnéstico de diversos
virus en especies de Allium y en especifica de ajo; Hernindez ef af. (1994) utilizaron una técnica a la que
llama ultramicro-ELISA (UM-ELISA) para el diagndstico de LYSV y OYDV, con la cual es posible

optimizar el uso de los anticuerpos al ser requeridos en cantidades muy pequefias.
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2.3.8.6. Téenicas moleculares

! Con las técnicas moleculares es posible estudiar los organismos a nivel de ADN, lo que ha
permitido establecer marcadores moleculares que facilitan la separacién y caracterizacién genética de los
diferentes individuos. Estos marcadores se han utilizado para detectar cambios en genoma o para
determinar la estructura de las poblaciones. Ademds, ayudan a clasificar a los individuos a nivel de
especie, a conocer la dispersion de razas patégenas, e incluso permiten estudiar el origen y la evolucién de
aislamientos o razas dentro de una poblacién, y facilitan la identificacién de genes de interds y la
construccion de mapas genéticos (Michelmore y Hulbert, Rosewich y McDonald, citados por Valverde y
Paredes, 1996).

Nagakubo et al. (1994), Salomon et al. (1996), Tsuneyoshi y Sumi (1996) por medio de técnicas
moleculares encontraron infecciones virales en ajo con virus miembros de los grupos pofyvirus y
carlavirus en forma mezclada y resaitan la importancia que puede tener la biologia molecular en la

identificacion mas especifica y segura de los agentes causales de las enfermedades virales en esta especie.

2.3.9. Métodos de control de virus

El control de los virus vegetales ha estado basado principalmente en la prevencion y practicas de
saneamiento, que son, produccion y propagacion de plantas libres de virus y la proteccién de las plantas

contra la reinfeccion; estos esquemas de saneamiento para produccién de plantas libres de virus han sido

praciicados por mds de 30 afios.(Dunez, 1987).
Sutarya y Van Dijk (1994) recomiendan colectar de cultivares locales plantas con pocos o ningin

sintoma y propagarlos como grupos de plantacion. Estas plantas de apariencia sana pueden también ser

seleccionadas para propagarse por cultivo de meristemos; pudiera ser posible preservar la posibilidad de

resistencia o tolerancia de los cultivares.
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2.3.9.1. Quimioterapia

Por muchos afios la quimioterapia se ha considerado un métedo con gran potencial pero, hasta
ahora, los resultados no han sido favorables. Varios productos quimicos han sido probados y de algunos
se dice que inhiben la infeccion, pero ninguno es capaz de erradicar el virus de una planta infectada. La
multiplicacién de los virus disminuye cuande plantas infectadas son tratadas con analogos quimicos de
purina y pirimidina. Los intentos mdas recientes se han concentrado en el uso del virazole o ribavirin, un

analopo de guanina, el producto ha tenido efecto sobre ciertos virus pero los resultados son inconsistentes

{Dunez, 1987).

b

Pérez et al. (1996b) obtuvieron un 82% de plantas de ajo cultivar Taiwan con lectura negativa
provenientes del cultivo de meristemos in vitro después de aplicacion de termoterapia; mientras que del

tratamiento con rivabirin sélo el 32.5% de las plantas presentaron lectura negativa.

2.3.9.2. Termoterapia y cultive de meristemos in vitro

Los métodos de control de virus vegetales son principalmente; el tratamiento térmico, el cultivo
de meristemos in vitro y la combinacién de ambos; aunque existen otros que han sido utilizados pero no
ton la misma efectividad (Gibbs y harrison, 1976; Quak, 1977; Lozoya y Dawson, 1982).

E! éxito de la terapia depende del virus a eliminar y de las caracteristicas del material vegetal. La
termoterapia es cominmente efectiva sélo contra virus filamentosos € isométricos y contra enfermedades
que se conocen son causadas por micoplasmas. Los cuatro pasos en las operaciones terapéuticas son: (1)
Identificacién del virus o los virus presentes en el clon, (2) Terapia. (3) Prueba a las plantas tratadas. (4)
Propagacién y pruebas continuas a las plantas saneadas bajo condiciones que eviten reinfeccién (Quak,
1977)

El tratamiento con agua caliente (50 a 55 °C), en general puede causar dafios al tejido hospedero,
la duracitn y la temperatura varia con el tipo de virus, su eficiencia es muy variable; el tratamiento con
aire caliente (37 a 38 °C) por varias semanas disminuye el efecto de la elevacién de la temperatura sobre

el material vegetal y afecta la translocacién y replicacion de los virus. Se considera que no existe una
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correlacidn entre el punto de inactivacién termal (temperaturas altas) de los virus y la temperatura a la
¢ual son eliminados por termoterapia (tetnperaturas menos altas); puede atribuirse a algin sistema
metabdlico que cambia el balance entre ]a sintesis viral y la pérdida de virus en la planta o al fracaso en la
multiplicacion del virus a esa temperatura (Quak, 1977).

Con excepciones, los virus no pueden ser eliminados totalmente de las plantas tratadas con
termoterapta. Aunque el mecanismo de la termoterapia no esti totalmente entendido, este afecta la
replicacién y translocacién de los virus, sobre todo de la parte distal del brote desarroliado durante el
tratamiente o de las yemas individuales; ambos son separados de la planta después del tratamiento y
multiplicados por medio de cultivo de meristemos, o bien, usando microinjertos de los mismos dpices en
estacas libres de virus. La proporcidn de plantas liberadas de virus despnés de la termoterapia y el culiivo
de meristemos varfa entre 5 y 85%; sin embargo, estas plantas contienen un bajo nivel de virus que
generalmente son indetectables si las plantas son probadas después de la propagacidn, por lo que
tequieren ser probadas por varios ensayos sucesivos basados en métodos de deteccién sensibles (Dunez,
1987)}. Al disminuir la replicacién y translocacidn del virus con la tennoterapia, se facilita la obtencion del
\ .
mmeristemo al poder tomar uno mas vigoroso, ademdas aumenta la posibilidad de que se encuentre libre de
virus (Quak, 1977; Gibbs y Harrison 1976).

Ding ef al. (1938), utilizaron termoterapia, previo al cultivo de meristemos de bulbos de ajo
infectados ¥ obtuvieron una alta proporcion de plantas libres del virus OYDV. Conci y Nome (1992)
realizaron experimentos para encontrar la combinacion letal de tiempo y temperatura con termoterapia a
base de agua y aire en clones de ajo blanco. Las plantas obtenidas después del tratamiento con agua
caliente se establecieron ¢n cultivo de meristemos pero solamente el 13 % estuvo libre de virus. El
tratamiento con aire caliente se hizo en cidmara de crecimiento y en invernadero, 2 medida que se
incrementd el tiempo en la cdmara, disminuy6 el porcentaje de regeneracion a tan sdlo un 10%, pero el

porcentaje de plantas libres de virus fue del 100%, mientras que en invernadero fue del 331% la sanidad y

del 73% la regeneracion
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2.3.9.3. Mejoramiento genético

La disponibilidad de nuevas tecnologias en biologia molecular e ingenierfa genética hace posible
|
considerar nuevas opciones para el control de virus vegetales. Pueden involucrarse nuevas técnicas para

introducir en las plantas genes especificos o c6digos genéticos no solamente de plantas, sino también del

genoma viral mismo (Dunez, 1987).

2.3.9.4. Electroterapia

! concepto puede definirse como el uso de la corriente eléctrica con fines terapéuticos. Se basa
principalmente en los fenémenos provocados en los tejidos por el paso de la electricidad, es decir, en el
calentamiento por el efecto joule y en la electrdlisis, En la practica se utilizan corrientes galvénicas,
farddicas y alternas (Andnimo, 1979).

El principio de estos efectos se utiliza principalmente en la medicina humana; las corrientes
galvinicas tienen un efecto analgésico sobre el sistema nervioso, provocan una activacion de la
circulacién y de las funciones glandulares y un efecto electrolitico, las corrientes farddicas se usan en
atrofias y paralisis musculares y las corrientes alternas de alta frecuencia tienen un efecto térmico que
tetermina la vasodilatacion y aumento del metabolismo de los tejidos afectados (Anénimo, 1979).

Otro principio utilizado es la marconiterapia que utiliza los efectos bioldgicos de las bandas
hertzianas de onda corta; consisten en la formacién de calor en el seno de los tejidos, de acuerdo con su
constante dielécirica, aunque no excluye acciones especificas, ésto en consideracién a la mayor constante
dieléctrica de las células en relacidn a los liguidos intercelulares y, por tanto, el desarrollo escencialmente

intracelular de calor (Salvat Mexicana de Ediciones, 1983).
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2|.4. La electroterapia en el control de virus vegetales
2.4.1. Concepto de corriente eléctrica

2.4.1.1. Concepto clasico

Comiinmente se define la corriente eléctrica como el flujo de cargas eléctricas a través de un
conductor, desde [os puntos de alto potencial a los de bajo potencial. Para que en un conductor se instale

una corriente eléctrica, serd necesario que dicho conductor tenga dos puntos por lo menos de potenciales

diferentes (Soto, 1988; Holiday y Resnick, 1988).

2.4.1.2. Concepto en electrénica

Si las cargas eléctricas que se trasladan entre dos puntos de un conductor se les considera
electrones (cargas negativas), el flujo de cargas eléctricas debera ser desde el cuerpo de bajo potencial al
w . N oo -
cuerpo de alto potencial. A pesar que ambos conceptos se identifican y son equivalentes, ésta Gltima

objetiviza mejor los fendmenos que la misma comprende (Soto, 1988).

2.4.2. Clases de corriente eléctrica

Las clases de corrientes usuales son:
Corriente eléctrica directa: Constante y Variable.

Corriente eléctrica alterna: Sinusoidal y No sinusoidal.

2.4.2.1. Corriente eléctrica directa

Una corriente es directa cuando el flujo de cargas eléctricas no cambia de direccién con el
tiempo; es directa continua cuando la intensidad 1 permanecce constante en sentido y magnitud, y es directa

variable porque tiene el mismo sentido y su magnitud varfa {(Soto, 1988; Holiday y Resnick, 1988) (figura

2.1).



Figura 2.1, Representacion grifica de la corriente eléctrica directa.
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2.4.2.2, Corriente eléctrica alterna

Una corriente es alterna cuando periédicamente cambia la direccién del flujo de cargas eléciricas;
ks alterna sinusoidal debido a que la intensidad de la corriente eléctrica unas veces es positiva y otras
negativa, lo que se traduce en un cambie de fiujo del sentido de cargas ademads, la intensidad varia segin

una sinusoide; es alterna no sinusoidal porque la intensidad varia en una forma diferente a ésta (Soto,

1988, Holiday y Resnick, 1988) (figura 2.2).
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!
Figura 2.2. Representacion grafica de la corriente eléctrica alterna.
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£.4.3. Ley de Ohm

Al aplicar a un conductor eléctrico una diferencia de potencial, se instala en el conductor una
corriente eléctrica cuya intensidad es {. Al aumentar el valor del diferencial, aumenta el valor de la
intensidad I y al disminuir el potencial igualmente disminuye la intensidad, comprobandose que entre la
diferencia de potencial aplicado y la intensidad de la corriente existe proporcionalidad directa (Soto,
1988). Esta ley muestra que la resistencia es una funcion del flyjo de corriente: E=IR donde E es la
diferencia de potencial eléctrico en volts (V), R es la resistencia en chms (Q) e I es el flujo de corriente en
hmperes (A). La conductividad eléctrica del tejido es expresada en mhos y es el reciproco de la resistencia

eléctrica, mho=1/R (Tattar y Blanchard, 1976; Holiday y Resnick. 1988).

22




2.4.4. Resistencia eléctrica

Es la resistencia de un conductor eléctrico, al que aplicando una diferencia de potencial de un
volt, instala en €l una corriente eléctrica de un ampere de intensidad, la unidad se designa con el nombre
de ohm (Remizov, 1987; Soto, 1988; Holiday y Resnick, 1988).

i

2.4.5. Asociacion de resistencias eléctricas

Las resistencias eléctricas se podréin asociar de tres maneras:
- En serie.
« - En paralelo.

- Mixta.

2.4.5.1. Asociacién de resistencias en serie

Varias resistencias R1, R2, R3 se asocian en serie cuando el final de la primera resistencia se une
1'all comienzo de la sigujente; el final de ésta con el comienzo de la tercera y asi sucesivamente, por tanto, al
dplicar una diferencia de potencial, se instala en el circuito una corriente de intensidad 1 que tendra el
mismo valor en todas las resistencias ya que el flujo de cargas eléctricas es continuo, sin acumulacién de

cargas en ninguna de las resistencias ni en sus uniones (Remizov, 1987, Soto, 1988) (figura 2.3).

Figura 2.3. Asociacidn de resistencias en serie.

R1 R2 R3
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2.4.5.2. Asociacidn de resistencias en paralelo

Tres resistencias R1, R2 y R3 se asocian en paralelo cuando todas !as primeras terminales de las
resistencias se unhen en un terminal comin A y las segundas terminales en ofro comin B, de tal manera
que aplicando entre A y B una diferencia de potencial (VA-VB) la corriente principal I se distribuye en las
tres resistencias, instalindose en estas las corrientes derivadas 11, 12, I3. La diferencia de potencial es la

misma para todas las resistencias R1, R2, R3 (Remizov, 1987; Soto, 1988) (figura 2.4).

Figura 2.4. Asociacién de resistencias en paralelo.

B T

2.4.6, Efectos de las corrientes eléctricas sobre los tejidos

Los liquidos bioldgicos son electrolitos cuya conductibilidad eléctrica se asemeja a la de los
metales. Los lejidos y oOrganos biolégicos son formaciones bastante heterogéneas con diferentes
resistencias eléctricas que pueden experimentar cambios por accion de la corriente eléctrica. Este hecho
condiciona las dificultades de medicién de la resistencia eléctrica tratindose de sistemas bioldgicos vivos
(Remizov, 1987).

La conductibilidad eléctrica de los tejidos y de los érganos depende de sus estado funcional y por
consiguiente, puede utilizarse como indicador de diagnostico. Los tejidos de los organismos biolégicos
conducen tanto-la corriente directa como la alterna, Las membranas bioldgicas y, por tanto todo el

organismo, poseen propiedades capacitivas, en relacién con elio, la impedancia de los tejidos del
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organismo se determina tan sélo por la resistencia 6hmica y por la capacitancia (Tattar y Blanchard,
1976).

La dependencia de la impedancia respecto a la ftecuencia oftece la posibilidad de evaluar la
viabilidad de los tejidos de organismo. La diferencia entre las dependencias de la impedancia respecto a la
#recuencia se advierte también en el tejido sano y enfermo; ia impedancia de los tejidos y érganos
depende asi mismo de su estado fisioldgico (Tattar y Blanchard, 1976; Remizov, 1987).

Todas las sustancias constan de moléculas y cada una de estas dltimas representan un sistema de
cargas. Esta es la razén por 1a cual el estado de los cuerpos depende substancialmente de las corrientes que
fluyen por ellos y del campo electromagnético actuante. Las propiedades eléctricas de los cuerpos
biol6égicos son mas complejas que las de los objelos inanimados ya que el organismo es, ademés, un
conjunte de ioncs con concentracién variable en el espacio. El mecanismo primario de la accién de las
corrientes y de los campos electromagnéticos sobre el organismo es flsico (Tattar y Blanchard, 1976;

Remizov, 1987).

Hayden et al. y Higinbotham, citados por Tattar y Blanchan:d, (1976) Mencionan que el paso de
|
una corriente en una solucién diluida como la que se encuentra en los tejidos vegetales es por el
movimiento de los iones o electrolitos dentro v fuera de la célula. Una célula viva es selectivamente
permeable a ciertos iones, manteniendo asi una alta concentracion dentro de l1a célula, Las diferencias en
concentraciones i6nicas dentre y fuera de las células frecuentemente resultan de diferencias en el
potencial eléctrico que son activamente reducidas a través de las membranas vivas.

La membrana plasmética es una capa de lipoproteina y actiia como un aislante eléctrico de
corrientes de baja frecuencia, las cuales aplicadas a tejidos pasan de c¢élula a célula primeramente por
medio de la pared celular y en fluidos dentro de los elementos conductivos. Asf como la célula metaboliza
normalmente, estas propiedades eléctricas pueden reflejar primeramente cambios en la tasa metabdlica,
Encima de los dafios a la membrana, la depolarizacién o pérdida electrolitica puede ocurrir. Si los dafios
resultan en células muertas, como ocurre a menudo durante las interacciones pardsito-hospedero, la

emision de electrolitos desde la célula dentro de los espacios intercelulares pueden causar un gran

incremento local de concentraciones de iones; estos cambios en las concentraciones de idnes intersticiales
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pueden tener efectos pronunciados sobre las propiedades eléctricas del tejido afectado (Tattar y
Blanchard, 1976).

Wagele, citado por Herndndez (1996) sefiala que por medio de tratamiento con corriente eléctrica
se estimula fa regeneracién de células y tejidos; Black et al., citados por Tattar y Blanchard {1976)
demostraron a través de una serie de experimentos una estimulacidn positiva del crecimiento de brotes;
Guerrere (1978) reporta un mayor cremiento en brotes de papa al hacer pasar un flujo de corriente a través

del sustrato donde se encontraban establecidos.

2.4.6.1, Acci6n primaria de la corriente eléctrica directa

Los organismos, en una parte considerable, constan de liquidos biolégicos que contienen un gran
namero de iones, los cuales participan en los diferentes procesas metabdlicos. Por la accién del campo
eléctrico los iones se mueven con distinta velocidad, se acumulan junto a las membranas celulares y

forman un campo eléctrico inverso denominado campo de pelarizacion. De este modo, la accién primaria
1

de la corriente continua estd relacionada con el movimiento de los iones, con la separacién de ellos y la
|

variacién de su concentracign en los diferentes elementos de los tejidos. Dependiendo de la intensidad de
la corriente serd la accién que se ejerza sobre el organismo; esta es la razdn por la cual es de sustancial
importancia la resistencia eléctrica de los tejidos (Remizov, 1987).

2.4.6.2. Accidn primaria de la corriente eléctrica alterna

La accién de la corriente alterna sobre los organismos depende substancialmente de su
frecuencia. Con frecuencias bajas, sonoras y ultrasonoras la corriente alterna al igual que la continua,
ejerce sobre los Fejidos biologicos una accién irritante. Esta circunstancia se debe al desplazamiento de los
iones de las disoluciones de electrolitos, a la separacién de ellos y a la variacién de su concentracién en
las distintas partes de las células y de los espacios intercelulares. La irritacion de los tejidos depende

también de 1a forma de la corriente de impulsién, de la duracidn del impulso y de su amplitud (Remizov,

1987).



Para las frecuencias mayores de 500 kHz, el desplazamiento de los iones se hace
conmensurablemente con el desplazamiento de ellos debido al movimiento térmico-molecular. Por
consigniente, la corriente o la onda eleciromagnética no dardn lugar a la ;cciﬁn irritante; en este caso,
|
¢omo efecto primario fundamental interviene la accion térmica. El calor desprendido por los organos
depende de la permitividad de los tejidos, de su resistencia especifica y de la frecuencia de las oscilaciones
electromagnéticas. Para calentar los tejidos es necesario dejar pasar una corriente grande. La corriente
continua o una corriente de frecuencia baja, sonora y hasta ultrasenora puede dar lugar a la electrélisis y a
la destruccion del tejido. Esta es la raz6n por la cual para el calentamiento con corrientes se utilizan las de
alta frecuencia (Remizov, 1987).

Los efectos térmicos que en un organismo producen las corrientes alternas en nada se diferencian
de los que produceri las corrientes continuas. La fref:uencia de una corriente alterna, es el nimero de
ciclos que ésta describe en la unidad de tiempo. Su unidad es el hert.:: o ciclo por segundo. Las corrientes
eléctricas alternas usuales, oscilan entre 25 y 100 hertz y se les ba identificado como corrientes de baja

frecuencia para diferenciarlas de las corrientes de alta frecuencia que son de algunes millares de hertz

(Soto, 1988).

2.4.7. Electrodos

Los electrodos son conductores de forma especial que conectan el circuito con el sistema
biolégico, se emplean tanto para extraer las sefiales eléctricas y para garantizar una accion
electromagnética exterior; deben cumplir varios requisitos: deben ser factibles de quitarlos y ponerlos con
rapidez, deben tener una alta estabilidad de los parametros eléctricos, ser resistentes mecénicamente, no
crear interferencias, no irritar el tejido biologico, etc (Remizov, 1987).

Cuando los electrodos se usan en las investigaciones electrofisiolégicas surgen dos problemas
especificos. Uno de ellos es la aparicion de fuerza electromotriz (F.E.M.) galvanica durante el contacto de
los electrodos con el tejido biolégico. Otro problema es la polarizacidn electrolitica Ja cpal se manifiesta

en que al pasar la corriente sobre los electrodos se depositan productos de las reacciones. Cormo resultado



se engendra otra F.E.M. galvanica dirigida al encuentro de la F.E.M. principal. En ambos cases las F.E.M.
deforman la sefial bioeléctrica Util tomada por los electrodos. Lo anterior provoca errores importantes en
las medidas que se llevan 4 cabo en electrofisiologia. (Tattar y Blanchard, 1976, Remizov, 1987).

Para evitar la polarizacién puede usarse en el electrodo una solucién de Ia sal del metal del que
estd construido, asi no cambiard su naturaleza por el hecho de depasitarse en éste los cationes de la sal
disuelta. Para evitar alteraciones en los tejidos Icn Jos que se propone hacer mediciones, el contacto debera
establecerse por medio de una solucidn fisiolégica, que como se sabe es una solucién acuosa de cloruro de
sodio con determinada titulacion. Los electrodos hechos con acero inoxidable, plata, platino u oro
disminuyen la polarizacién (Tattar y Blanchard, 1976; Soto, 1988).
| Las reacciones quimicas que se producen a lo large del trayecto de la corriente eléctrica,
modifican profundamente los tejidos, modificindose la resistencia eléclrica de por rinnde pasa la
Lorriente; por tanto; no tiene sentido medir con precision la resistencia eléctrica de los tejidos (Soto,
1988). La resistencia eléctrica del tejido estd indirectamente relacionada con el 4rea transversal del tejido
y directamente con la distancia entre los electrodos; Por esta razén, las mediciones de resistencias pueden
ser comparadas s6lo cuando se tienen tipos iguales de electrodos, tejidos del misme tamafio y distancias

Similares entre electrodos {Tattar y Blanchard, 1976).

2.4.8. Uso de las corrientes eléctricas en fitopatologia
|

La técnica de la electroterapia no es muy conocida, sin embargo, Weiss (1922), menciona las
corrientes de alt; frecuencia como una posibilidad para lograr atenuar virus y bacterias.

El uso de las técnicas biofisicas para el diagndstico y tratamiento de enfermedades estd mds
enfocado hacia la medicina humana, y de estos se han adaptado para usarlos en la medicina veterinaria;
comparativamente se ha desarrolado menos trabaje en estos aspectos en lo que se refiere a la aplicacién de

dichos tratamientos en plantas. Tattar y Blanchard (1976) hicieron una recopilacion de investigaciones

enfocadas hacia el uso de la electrofisiclogia en fitopatologia, sobre todo en el uso de medidas de
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diagndstico eléctricas no destructivas, aunque también mencionan algunos resultados de los tratamientos

con electricidad y su efecto sobre algunas enfermedades fungosas y virales.

Hoy en dia el concepto de electrdnica tiene una amplia difusién; como ciencia técnica se basa en
\
primer término en los logros de la fisica. Sin vacilaciones se puede decir que actualmente sin aparatos

electronicos es imposible tanto el diagndstico de Jas enfermedades, como su tratamiento (Remizov, 1987).

2.4.8.1. Efecto de 1a corriente eléctrica en 12 eliminacién de virus

Quacquarelli, et af, (1980}, utilizando la corriente eléctrica, lograron degradar particulas virales
en preparaciones del virus mosaico del almendro {AMYV) cuando se sometieron a un tratamiento de 10 o
100 mA durante dos minutos. Posteriormente trabajaron con varetas de almendro y las sometieron a una
intensidad de 500 V de corriente eléctrica continua a diferentes tiempos. Un efecto benéfico del
fratamiento se observd después de cinco minutos de aplicacién de corriente y la inactivacién del virus se
iAlcanzé después de 20 minutos en varetas inmnersas previamente en una solucién de NaCl al 0.2%.
Posteriormente realizaron otro experimento para calcular la resistencia del material vegetal obteniendo [7
megahoms/mm?/m en junio y 28 megahoms/mm2/m en septiembre. Los autores concluyen que
independientemente de la duracién del tratamiento y las condiciones de aplicacion, el efecto de la
electricidad en los virus parece estar muy relacionado con el incremento de temperatura, peso el calor
producido por resistencia puede no haber sido el unico factor responsable de la proteccién de varetas de
almendro.

Guerrero (1978) buscando alternativas para eliminar el virus X de la papa (PVX) obtuvo una
reduccion del 33.55% (P<0.1) en la concentracion de virus en los foliolos inmersos en agua y tratados con
una cotriente de 3 a4 V durante 15 minutos y ne reporta dafios et ¢l material vegetal.

Lozoya et al. (1995), trabajando también con material infectado con PVX, aplicaron diferentes
intensidades de corriente a distintos tiempos, posteriormente sembraron in vifro las yemas axilares de los
tallos tratados. Al medir la eficiencia del tratamiento obtuvieron de un 40 a un 80% de régeneracién de

|
plantulas y de éstas, del 60 al 100% resultaron libres de virus con 15 mA durante cinco minutos.
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Herndndez et al. (1996), reportan porcentajes de saneamiento en cafia de azGcear, para bacterias y
virus, que van desde un 78% hasta un 100%, dependiendo del tratamiento eléctrico y de la variedad; estos

tratamientos se hicieron previos al cuitivo de apices in vitro. Los autores mencionan las siguientes

ventajas del método de electroterapia:
«Se acelera el crecimiento del material vegetal.
sLas vitroplantas liegan a tener tamafio y peso adecuado para hacer el diagnéstico de los patégenos
més ripidamente.
oLa regeneracion del material tratado sufre menos daflos v el porcentaje es igual o superior al
material no tratado.
s Altos porcentajes de sanidad.

i eAhorro de energia al no ser necesario el uso de cAmaras para termoterapia.

2.5. Inactivacion térmica de los virus

Ginoza (1977) menciona que los virus pueden ser inactivados térmicamente por la
desnaturalizacién de la cubierta de proteina, y quizd una estructura morfoldgica externa esté asociada con
la adhesién e inyeccibn, aunque el potencial de su dcido nucléico permanezea intacto. En otros casos, el
écidcl’ nucléico pudiera ser selectivamente inactivado, permaneciendo la cubierta de proteina intacta, lo
tual puede ser aclarado comparando los rangos de pérdida de infectividad con los de la pérdida de
antigenicidad. Esto se observa cuando el virus es inactivado bajo la temperatura a la cual se desnaturaliza
la protefna. En otros casos, el 4cido nucléico solo puede lograr entrar dentro de una célula y completar el
ciclo infeccioso, aunque con menor eficiencia que el virus intacto. No puede hacerse una simple
generalizacién de inactivacién termal, ya que la proteina, el ADN y el ARN tienen sus propios rangos de
procesos de degradacion y pérdidas de funciones.

Lozoya y Dawson (1982) usaron alternancia de temperatura para eliminar virus del cultivo de
papa, mencionan qué al incrementar a 40 °C la temperatura a la cual fos virus se multiplican, la sintesis de

ARN gendmico viral ces6 casi inmediatamente. Esto fue por comparacién con una cesacidn similar de
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dintomas de varias especies de ARN hospedero. En plantas que fueron reubicadas a 25 °C después de la
incubacion a 40 °C, la sintesis de ARN hospedero continué inmediatamente. Estos autores opinan que con
alternancia de temperatura se puede permitir el crecimiento de las plantas con wna interrupcién de la
multiplicacioén viral.

Dawson ef al. (1978) estudiaron el efecto de la termoterapia sobre la replicacién de 4cido
ribonucléico (ARN) de cowpea chlorotic mottle vius (CCMV), deducen que la incubacién a 40 °C mve
dos efectos sobre la sintesis de ARN viral; e} efecto inmediato fue la inhibicién de 1a sintesis de ARN del
CCMV y un efe;:to mis pradual fue la destruccidn de la capacidad para la sintesis de ARN, debido a la
disminucion en Ja aclividad de la enzima replicasa.

Smith (1972_) y Sherf y Macnab (s/a) mencionan que el punto de inactivacion térmica del OYDV
es de 75 a 80 °C durante 10 minutos de exposiciéh, el punto final de dilucién es de 1:10,000 y la
longevidad in vitro es de 100 horas a 29 °C; mientras que Conci (1991) sefiala que el punto de

{nactivacion para los virus que infectan ajo estd entre 55 y 65 °C y el punto de dilucidn final entre 1 X 10"

3y 1x103.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Fases de la investigacién

La presente investigacion se realizd en tres fases, la primera comespondid al disefio y
construccidn del equipo necesario para la aplicacién de los tratamientos con corriente eléctrica, asf como
la prueba del mismo en bulbo-semilla para determinar su sensibilidad a los tratamientos, esta primera fase
se realizé en el Laboratorio de Fisica aplicada de Ja Facultad de Agronomia en la Universidad Auténoma
de Nuevo Letn.

La segunda fase fue el diagndstico de los virus OYDV y LYSV en dientes provenientes de bulbo-
semilla de los clones de ajo proporcionados por el programa de produccidn de semilla de hortalizas de la
%AUANL. Las pruebas seroldgicas se realizaron en el Laboratorio de Virologia Vegetal del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de General Teran, Nuevo Leé6n.

La tercera y ultima fase consisti6 en calcular e{ gasto de energfa y la capacidad calorifica de los

Hientes de ajo en un clon determinado, esta etapa se realizd en el Laboratorio de Fisica Aplicada de la

FAUANL.

3.2. Metodologia desarrollada en cada fase

3.2.1. Primera fase: Disefic y construccion del equipo para la electroterapia y sensibilidad del

material vegetal a los tratamientos

3.2.1.1. Disefio y construccién del equipo para la electroterapia

Para ¢l disefio y la construccitn del equipo se tomaron en cuenta los siguientes aspectos:
+« Disponibilidad de los materiales con que se construyd.
e Evitarla polariz;acién.
s  Tener un control sobre 1a comriente aplicada.

» Facilidad y rapidez en la toma de datos.



’,

¢ Facilidad en la aplicacion del tratamiento al material vegetal.
‘ Tomando en cuenta estos aspectos se disefiaron y construyeron dos modelos por el Dr. Enrique

Rosales Maldonado, en los cuales el autor de este trabajo colaboré.

3.2.1.1.1. Modelo uno. Los componentes con los que fue construido el modelo uno son los siguientes:

e Un transformador de 110 V A.C, a varios voltajes.

*  Un variador de voltaje de 600 Watt para tener un control sobre los tratamientos a aplicat.

¢  Un interruptor solenoide para cambiat constantemente la polaridad de la corriente que sale del
variador.

*  Electrodos conectados en paralelo, construidos con agujas y ordenadas sobre una placa para circuito

impreso.

‘ El funcionamiento del modelo uno es el siguiente: Con la corriente alterna se alimenta un
?liminador de 110 a 12V; posteriormente se rectifica la corriente con diodos y un condensador para
t‘:onvertirla en corriente directa, que alimenta un motor de 12V para mover un platine que acciona un
interruptor de solenoide para alternar la corriente que viene del variador de voltaje y evitar 1a polarizacién
en la salida de la corriente.
| Con el variador se regula el voltaje deseado en todas las salidas del transformador, en las cuales
va conectado un voltimetro en paralelo para verificar el voltaje que se desee pasar a los electrodos;
también esta conectado un foco indicador en la misma posicion.

Un miliamperimetro estd conectado en serie en la linea de entrada de los electrodos y la otra a la
salid.a del mismo, esto permite la lectura del consume de corriente del material vepetal que se esté

tratando. Los electrodos estin hechos con agujas conectadas en paralelo sobre una placa para circuito

impreso, la distancia entre las lineas de cortiente es de 1.3 cm.



3.2.1.1.2, Modelo dos. Los componentes de este segundo equipo son:
|
¢ Un transformador de corriente de 110 V AC a varios voltaje con un limite superior de 800 volts,

dependiendo de las combinaciones que se hagan entre cada una de las salidas.
*  Un ventilador para enfriamiento del transformador.
* Electrodos planos de acero inoxidable para aplicar los tratamientos al material vegetal que permiten

establecer la conexién en serie.

4 Conexiones para cada unc de los multimetros utilizados.

El funcionamiento de este segunde modele es el signiente: con el transformador se eleva el
vollaje desde 110 volts a varias salidas del mismo, dependiendo de la tnanera en que se combinen las
lineas que de salida, que van conectadas a los electrodos planos en medio de los cuales se coloca el
material vegetal a tratar, en estas mismas se conectan los multimetros que se utilizan para bacer las

lecturas de voltaje aplicade y corriente consumida.

3.2.1.2. Evaluacién de la sensibilidad del bubo-semilla de clones de ajo a la corriente eléctrica

3.2.1.2.1. Preparacion del material vegetal. Se colocaron los dientes de ajo en un recipiente con
solucion de NaCl al 0.2% miés el fungicida ronylan a una dosis de 4 g/l durante una hora; el NaCl es con
la finalidad de lograr una mejor conduccién de la corriente eléctrica a través de los dientes.

3.2.1.2.2. Aplicacién de la corriente eléctrica. Para evaluar el efecto de la corriente eléctrica
sobre el material de propagaci6n, el funcionamiento de ambos modelos, asi como la sensibilidad de los
diversos clones de ajo a la corriente eléctrica, se aplicaron tratamientos con cada uno de los modelos de
los aparatos construidos. El primer modelo se utilizé sobre los clones Taiwan, Cadereyta y Aramberri ¥ el
segundo modelo con los clones Cadereyta, Aramberri y Blanco de Egipto.

Para estas evaluaciones se utilizaron 10 dientes de ajo para cada tratamiento, aplicindoseles
diversos niveles de voltaje durante diferentes tiempos; en la primera evaluacidn se utilizé el modelo uno,

y los niveles de voltaje aplicados fueron de 30, 40, 50, 60, 70 ¥ 80 volts, semejante a una conexidn en
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paralelo entre los dientes tratados, durante 30, 60, 90, 120, 150, y 180 segundos. Los resultados obtenidos
¢n esta primera evaluaci6n se tomaron como base para aplicar los tratamientos con el segundo modelo que
fueron formades aplicando niveles de 500, 685 y 800 volts, semejante a una conexidn en serie entre los
dientes tratades, durante 30, 60 y 90 segundos; en ambas pruebas se dejé como testigo un grupo de 10
dientes sin tratamiento alguno; la Unica variable medida en ambas evaluaciones fue el nimero de dientes

brotados con cada tratamiento, los resultados se analizaron bajo un disefio de experimentos factoriales con

una repeticion (Olivares, 1996).

3.2.2. Segunda fase: Diagnéstico de los virus OYDV y LYSV

Se tomaron tres plantas completas de cada uno de los clones establecidos en campo por el
Programa de Produccién de Semillas de Hortalizas de la FAUANL, las cuales presentaban sintomas
bisuales de enfermedades virales, de dichas plantas se tomaron muestras de hoja y se sometieron a una
prueba de E.L.I.S.A. para verificar la presencia de los virus OYDV y LYSV con los anticuerpos y los
!conjugados correspondientes, asi como con una mezcla de anticuerpos con la que se pueden detectar

cualquiera de los dos virus. Los anticuerpos, los testigos positivos y el protocolo a seguir para la

realizacion de los andlisis, fueron proporcionados por la Dra. Vilma C. Conci del Instituto Nacional de
|

Tecnologia Agropecuaria de Argentina (INTA).

El diagndstico se realizé tnicamente por observacidn de sintomas en las plantas seleccionadas y
por tincién en las celdas de las placas de ELISA al adicionar el buffer de substratos. Se utilizaron placas
individuales para los anticuerpos y anticuerpos conjugados de los virus OYDV, LYSV ¥ la mezcla de
estos. Al observar la tincidn en la placa, se hizo la comparacitn visual con el testigo positivo de cada uno

de los virus mencionados; en la placa utilizada para la mezcela, se colocaron ambos testigos positivos.
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3.2.2.1. Protocolo de Doble Sandwich de Anticuerpos-ELISA seguido con los anticuerpos utilizados

!

Sensibilizacién de la placa. Diluir la Ig a la dilucién de empleo (determinada en una placa de
c¢alibracion) con el buffer de cobertura. Colocar 200 pl de esa dilucién en cada celdilla. Cubrir la placa
con polietileno para evitar deshidrataciones e incubar durante cuatro horas a 37 °C,
| Lavado de la placa. Vaciar la placa, luego llenar las celdillas con buffer de lavado, dejar reposar
tres minutos y vaciar la placa. Este procedimiento se repite tres veces.

Preparacitn y agregado del antigeno. Se maceran las muestras con Buffer de extraccidén en una
relacién p/v de 1/5. Conservar a 4 °C hasta su utilizacion. Luego de lavada la placa llenar las celdillas con
180 w1 de cada muestra. Mantenér la placa a 4 °C durante 16 a 18 horas (toda la noche).

Lavado de la placa. lavar la placa de la manera ya descrita hasta que no se observen los restos
vegetales (ires 0 mas lavados) y en forma cuidadosa para evitar que el contenido de una celdilla pase a
otra.

Agregado del conjugado enzimdtico. Diluir €l conjugado, segin la concentracién previamente
determinada (dilucién de empleo), en buffer de conjugados. Agregar 180 pl de esta dilucién por celdilla.
Cubrir con polietileno la placa para evitar deshidrataciones e incubar durante cuatro horas a 37 °C.

Lavar la placa como se describi6, con la variante que el Gltimo lavado de este paso se realiza con
buffer de sustrato.

Adicidn del sustrato. En el buffer de extraccidén disolver entre 0.6 a 1 mg/ml de p-

nitrofenilfosfato y colocar 200 pl en cada celdilla de la placa.

hacer la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm (A ,.s).

Las diluciones empleadas con los anticuerpos y los conjugados utilizados fueron las siguientes:

Virus Ig Conjugado
OYDV 1:4000 1:4000
LYSV 1:2000 1:2000
Mezcla 1:1000 1:1060
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| 3.2.2.2. Reactivos necesarios en la preparacién de los buffers para realizacién del DAS-

ELISA

Buffer fosfato salino (PBS) en g/I:

CINa 8
KH2PO4 02
Na2HPO4 115
KCl 62
NaN3 0.2

Llevar a pH 6.8

Buffer de lavado:

(PBS + 0.5 ml/1 de tween 20)
!

Buffer de cobertura:

Na2Ca3 1.59
NaHCQ3 | 293
NaN3 0.2
Llevar a pH 9.6

Buffer de extraccién:

PBS + 0.5 ml/l de tween 20 + 20 g/l de polivinilpirrolidone (PVP) + 2% de leche en polvoe descremada,

Buffer de conjugado:

PBS + 0.5 ml/l de tween 20 + 20 g/l de PVP + 2 p/1 de ovoalbimina + 2% de leche en polvo descremada.
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Buffer de sustrato:

bietanolamina 97 mll
H20 800 ml
NaN3 0.2 g/l
Lievar apH 9.8

t

3.2.3. Tercera fase: Gasto de energia y determinacion de 1a capacidad calorffica del ajo

3.2.3.1. Aplicacién de la corriente eléctrica

Para esta Gltima fase se utilizd el clon Cadereyta, se prepard el material tratdndolo con solucién
salina al 0.2% mds el fungicida ronylan a una dosis de 4 g/l, utilizindose para esta prueba el segundo

modelo.

Para la aplicacion de los tratamientos con corriente eléctrica, los dientes seleccionados se
colocaron en serie en medio de dos electrodos de acero inoxidable, separando cada diente con una placa
u:.:ircular de metal para asegurar la conexidn en serie y permitir la conduccién de la corriente; con los
muliimetros se midieron la intensidad de la corriente que consumié el materjal vegetal y los niveles de
voltaje aplicado que fueron de 500, 685 y 800 volts. Los tiempos de aplicacién de 30, 60 y 90 segundos se
manejaron ¢on un crondmetro, encendiendo y apagando el aparato seglin el tiempo determinado.
Conforme avanzaba el tiempo se tomaron cada diez segundos datos de consumo de cotriente en mA. y del
nivel del voltaje aplicado. La temperatura del material vegetal se midié antes y después de los
tratamientos con un termémetro digital (L1 COR) cuyo sensor es a base de termopar Tipo J de constantan-
cobre. Con los datos generados se calculd la energia empleada en cada fratamiento y se deterrnind la

capacidad calorifica de los dientes de ajo utilizados.
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I
3.2.3.2. Brotacién del material vegetal

Después de la aplicacién de los tratamientos con corriente eféctrica, los dientes se colocaron por
separado en una charola de germinacién, ubicando en una misma linea los que habian recibido el mismo
tratamiento, marcando en un croguis su posicién en la charola y su mimero de identificacién. La charola
con los dientes de ajo tratados se mantuvo a una temperatura de 25 °C para estimular Ja brotacién de
hojas. En este experimento se evalud también el niimero de dientes brotados en cada tratamiento.

3.2.3.3. Cilculo de 1a energia utilizada durante la aplicacién de los tratamientos

El célculo del gasto de energia se realizé por medio de la fdrmula propuesta por Holliday y
Resnick (1988), la cual se explica de la siguiente manera:

Uno de los efectos de la corriente elécirica es el efecto térmico de la corriente, el
desprendimiento de calor (como energfa ) por unidad de tiempo, representado generalmente por la letra Q,
es directamentamente proporcional a 1a segunda potencia de la intensidad de la corriente, es decir

Q=RI’
fionde: '
Q = La disipacién de la potencia en watt, unidades en las cuales se expresaré el gasto de energia.

R = La resistencia como el factor de proporcionalidad.

I = Intensidad de la corriente.

3.2.3.4. Determinacion de [a capacidad calorifica especifica de los dientes de ajo

La capacidad calorifica de los dientes de ajo se obtiene con la férmula Holliday y Resnick

(1588):

Q = mc(t - to)
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donde:

Q = Energ{a aplicada, obtenida con la férmula para calcular el gasto de energia, sus unidades son watt y
al multiplicarlos por ¢l tiempo se transforman en joules por segundo, los cuales se multiplican por
0.239 para obtener su equivalente en calorias.

m = masa en gramos del cuerpo sobre el cual se aplica la energfa.

‘c = capacidad calorifica del cuerpo sobre el cual se aplica la energfa en eal/ g °C.

t = temperatura final en °C,

to = temperatura inicial en °C.

Sustituyendo ¢ en la formula se tiene lo siguiente:
c=Q/{m {t - to)}.

donde c esta expresada en cal/g °C.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Primera fase: Disefio y construccién del equipo para la aplicacién de la electroterpia y

sensibilidad del material vegetal a los tratamientos

4.1.1. Disefio y construccidn del equipo para la aplicacién de 1a electroterapia

4.1.1.1. Modelo uno

Los componentes con los que fue construido el modelo uno se ordenaron como se ilustra en la
figura 4.1. Este equipo presenté algunas deficiencias, tales como la polaridad ocasionada por el variador
de voltaje que no pudo ser eliminada totalmente, y con la alternancia provocada con el interruptor
solencide se generaba variacién en el voltaje aplicado; la conexién en paralelo de los electrodos
*iificultaba la toma de datos en las variables deseadas sobre el materi al vegetal, ademis dé dafios fisicos al

mismo por ser tales electrodos a base de agujas.

4.1.1.2. Modelo dos

El modelo dos se construy6 con la finalidad de corregir las deficiencias mencionadas del modelo
uno; con este modelo se tiene més precision en la toma de datos por tener una conexidn en serie, se
elimina totalmente la polaridad, se aplica un voltaje estable y no hay dafic por heridas al bulbo-semilla,
|

aunque se depende de las salidas de voltaje que el transformador tiene establecidas al no poder ajustarlas

con la precisién deseada. El ordenamiente de los compaonente de este modelo pueden verse en la figura
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Figura 4.1. Esquema de los componentes del modelo uno del equipo para aplicar electroterapia a material

vegetal.

vV

RV

RY

AM

[
ELECTRODGS ‘——

35555

VV=Variador de voltaje, TI=Transformador de 110V a 12 V, T2=Transformador de 110V a 250V,

T3=Transformador de 110V a 500V, AC=Corriente alterna, RV=Rectificador de voltaje, MT-Motor de

12 V DC, PT=Platino, S=Selector de 3 posiciones, RY=Relay, AM—Amperimetro, VM=Voltimetro.

42



| -
Figura 4.2. Esquema de los componentes de] modelo dos del equipo para aplicar electroterapia a material

vegetal,

RG

VM AM

ELECTRODO

AN

AC=Corriente alterna de 110V, RG=Regulador de voltaje, VN=Ventilador, TR=Transformador, S1-

57=8alidas,VM=Voltimetro, AM=amperimetro



1

El modelo uno difiere con los trabajos de Lozoya ef al. (1995), Quacquarelli et af. (1980) ¥
Guerrero (1978) pues sélo utilizaron una fuente de voltaje, lo que se asemeja més al modelo dos ya
descrito

Las dos diferencias claras que se tiene entre los modelos presentados con los trabajos de los
autores citados, son que ellos no utilizan electrodos especiales como recomiendan Tattar y Blanchard
(1976) y Remizqv (1987) con la finalidad de disminuir ia polarizacién y permitir una mejor conduccién
de la corriente hacia el material vegetal, ya que conectan las salidas de su fuente de voltaje directamente
sobre el material que en su caso trataron; Lozoya ef ol. (1995), trataron fallos de papa, conectando las
salidas de la fuente de poder directamente a los tallos, y Guerrero (1978) utilizd papel aluminio en medio
de los cuales puso hojas también de papa; en cambio Quacquarelli er al. (1980), utilizaron electrodos de
platino y en un primer experimento conectaron cada una de las salidas de su fuente de veltaje a un
extremo de un trozo'de manguera flexible lleno de solucidn salina, colocando las varetas en los extremos
libres de las mangueras, mientras que en el segundo experimento conectaron los electrodos de platino
directamente a las varetas de almendro. El problema de la pol;lrizacién es que se origina por la

{

acumulacién de iones positivos o negativos, segun la polaridad de la linea de salida de voltaje, lo que poco
a poco dificulta el paso de corriente hacia el material a tratar.

La ofra diferencia es que estos autores trabajaron con corriente directa (DC) mientras que los
modelos aqui presentados generan corriente alterna (AC). Ambos tipos de corriente provocan efectos
similares en cuanto a elevacién de temperatura sin embargo, hay un efecto también por la frecuencia con
que oscila la AC (Remizov, 1987 y Scto, 1588).

La ventaja de los trabajos presentados por los autores citados es que pudieron tener un control
efectivo sobre el voltaje que desearon aplicar o bien, sobre la corriente en mA que el material debfa
consumir; esto puede lograrse con la fuente de voltaje adecuada, tanto con AC como con DC, aunque con
esta Gltima es recomendable utilizar los electrodos apropiados para disminuir los efectos de la
polarizacién.

La conexifn en serie permitid tratar varios dientes a la vez y facilit6 el trabajo al poder tomar una

sola vez y cada determinado tiempo los valores de corriente y voltaje del material vegetaf, lo anterior serfa
|
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mas dificil si hubiera estado en paralelo, pues se tendrian que tomar los datos en cada uno de los dientes
de ajo, lo que originarfa un mayor error experimental ademas, por cuestiones pricticas, el manejo es més
sencillo con una conexién en serie, sobre todo para la construccién de un montaje que permita aplicar la

corriente eléctrica en forma homogénea a cada unidad de material vegetal,

4.1.2. Evaluacién de la sensibilidad del bulbo-semilla de clones de ajo a 1a corriente eléctrica

4.1.2.1. Evaluacién con el modelo uno

En el andlisis de varianza presentado en el cuadro 4.1 se observa que existen diferencias
estadisticas altamente significativas (P<0.01) para las variables clon, voltaje y su interaccidn, mientras que
no las hay para la variable tiempo ni para las interacciones clon«tiempo y tiemposvoltaje.:

Cuadro 4.1. Anélisis de varianza para el efecto del voltaje, tiempo y clon sobre la brotacién de dientes de
|

* ajo (Allium sativum L) después de la aplicacién de corriente eléctrica con el modelo uno.

F.V. G.L. 5.C. C.M. F.CALC. P>F
Madelo estadistico 27 43669.44444 766.130660 3.04 0.0001**
Clon 2 5896.29630 2948.14815 11.69 0.0001*+*
Vqltaje 5 11704.62%63 2340.92593 9.28 0.0001**
Tiempo 5 1326.85185 265.37037 1.05 0.3978
Clon*voltaje 10 16059.25926 1005.92593 3.99 0.0005++
Clon*tiempo | 10 2903.70370 290.37037 1.15 0.3450
Voltaje*tiempo 25 11778.70370 471.14815 1.87 0.0300*
Residual 50 12607.40741 252.14815
Total 107 56276.85185

C.V.=22.53549. *Significativa con P<0.05. ** Altamente significativa con P<0.01

La comparacion de medias se hizo mediante una prueba de Tukey y los resultados se presentan

en el cuadro 4.2; se puede apreciar una clara diferencia entre los clones y una superioridad del clon



Taiwan sobre los regionales Cadereyta y Aramberri: igualmente se observa el efecto del voltaje sobre la

brotacién de los dientes de ajo, presentdndose un porcentaje mayor a voltajes bajos disminuyéndose

conforme se incrementa éste altimo; estas tendencias se pueden observar en las figuras 4.3 y 4.4.

Cuadro 4.2. Pruebas de comparacién de medias (Tukey con o=0.05) para las variables clon y voltaje en

los tratamientos con corriente eléctrica aplicados con el modelo uno.

Clon Media Grupo Voltaje Media Grupo Estadistico*
Estadistico*
Taiwan 80.833 A 50V 82.778 A
Cadereyta | 66.389 B 40V 82.222 A
Aramberri 64.167 B 30V 72.778 AB
60V 70.000 ABC
80V 60.556 BC
70V 54.444 ¢

**] etras iguales indican que pertenecen al mismo grupo estadistico.

Figura 4.3. Tendencia del efecto del clon sobre la brotacién de dientes de ajo (A/lium sativum L) después

de aplicados los tratamientos con corriente eléctrica con el modelo uno.

% DE BROTACION

-y

co888883888

TAIWAN

CADEREYTA
CLON

ARAMBERRI

*Letras iguales indican que pertenecen al mismo grupo estadistico.
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Figura 4.4. Tendencia del efecto del voltaje sobre la brotacién de dientes de ajo (Allium sativum L)

después de aplicados los tratamicntos con corriente eléctrica con el modelo uno.

s

c3885883888

82778 A* 8222 A

% DE BROTACION

VOLTAJE

*Letras iguales indican que pertenecen al mismo grupo estadistico.

4.1.2.2. Evaluacién del modelo dos

En el cuadro 4.3 se presenta el andlisis de varianza que muestra los efectos de los tratamientos
sobre la brotacién de bulbo-semilla de tres clones de ajo; en el cuadro 4.4 estin las comparaciones de
medias para las variables clon y voltaje que tuvieron diferencias significativas. El alto valor del
coeficiente de variacién que se aprecia en el anélisis de varianza fue causado por infeccién de hongos y
bacterias en el bulbo-semilla, lo que ocasioné fallas en los resultados de los tratamientos. Sin embargo,
hubo un comportamiento muy similar al presentado con el modelo uno en lo que respecta a las variables
con diferencia estadistica significativa como son clon y voltaje, aunque en este tltimo la prueba de Tukey
no encuentra diferencias y la tendencia es diferente a la presentada con el primer modelo, ya que es con
el nivel de voltaje més bajo con el que se presenta el porcentaje de brotacion menor (figuras 4.5 y 4.6),

aunque se debe también a la infeccién por pardsitos ya explicada. El factor tiempo tampoco en este caso

presenté un efecto significativo, con periodos mds largos o mayor namero de niveles podrian observarse

tales efectos.



Cuadro 4.3. Andlisis de varianza para el efecto del voltaje, tiempo y clon sobre la brotacién de dientes de

ajo (Allium sativum L) después de la aplicacion de corriente eléctrica con el modelo dos.

F.V. G.L. 5.C. CM. F.CALC. P>F
| Moelo estadistico 6 5888.8389 981.48148 340 0.0178*
Clon . 2 29555555 14777717778 5.12 0.0161*
Voltaje 2 2066.6666 1033.333333 3.58 0.0470*
Tiempo 2 866.6666 433.33333 1.50 0.2472
Residual 20 syaTT 288.88388
Total 26

C.V.=80.51. *Significativa con P<(.05

Cuadro 4.4, Pruchas de comparacion de medias (Tukey con «=0.05) para las variables clon y voltaje

evaluadas con el modelo dos. !

Clon Media Grupo Voltaje =~ Media Grupo Estadistico*
f Estadistico*
. B. de Egipto 35.556 A 685V 28.889 A
Aramberri 16.667 AB 800V 25.556 A
Cadereyta 11111 B 515V 8.889 A

*Letras iguales indican que perienecen al mismo grupo estadistico.
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Figura 4.5. Tendencia del efecto del clon sobre la brotacion de dientes de ajo (Allium sativum L) después

de aplicados los tratamientos con corriente eléctrica con el modelo dos.
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*Letras iguales indican que pertenecen al mismo grupo estadistico.

Figura 4.6. Tendencia del efecto del voltaje sobre la brotacién de dientes de ajo (Al/lium sativum L)

después de aplicados los tratamientos con corriente eléctrica con el modelo dos.
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*Letras iguales indican que pertenecen al mismo grupo estadistico.

La diferencia en la respuesta a los tratamientos con corriente eléctrica por los clones utilizados,

evaluada a través del porcentaje de brotacién. son similares al utilizar ambos modelos. En la evaluacion
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con el modelo uno, el clon Taiwin sobresale sobre los clones Cadereyta y Aramberri, mientras que con
el modelo dos el clon Blanco de Egipto superd también a estos mismos clones. Los resultados pueden
explicarse por las diferencias fisicas como forma y tamaflo, ya que los tejidos y érganos bicldgicos son
formaciones bastante heterogéneas con diferentes resistencias eléctricas que sufren cambios por accidn
de la corriente eléctrica (Tattar y Blancard, 1976; Remizov, 1987). Por otro lado, los clones de ajo
varian en los contenidos de las sustancias acumuladas en 1as células como vitaminas, glicidos. celuiosa
y minerales (Garcia. 1990) que funcionan como electrolitos que permiten la conduccion de 1a corriente
(Remizov, 1987, Soto, 1988).

Lozoya ef al. (1995) lambién encontraron diferentes respuestas en la diferenciacion de plantas a
partir de yemas axilares de plantas de papa, no sélo por efecto del tratamiento con corriente eléctrica,
sino también por et;ecto de los clones utilizados. De la misma manera Hernandez et af (1996) reportan
diferentes respuestas a la regeneracion en dos diferentes clones. de cafia tratados previamenic con

1 corriente eléctrica.

La disminucién del porcentaje de brotacion de los dientes de ajo por efecto del incremento del
vollaje coincide con los resultados obtenides por Lozoya ef al. (1995), ya que a pesar de que Wagele;
citado por Herndndez ef al (1996) menciona que a voltajes adecuados se logra una estimulacién de los
lejidos y un crecimiento wds rapido v vigoroso. altos voltajes ocasionan incrementos fuertes de
temperatura provocando dafios y muerie de los puntos de crecimicnto.

Aunque el tiempo de aplicacion del voliaje no tuvo un efecto significativo sobre la brotacion, se
logra una tempcratura final mayor del material vegetal después del tratamiento con niveles de tiempos
de aplicacion superiores; Quacquarelli ef al. (1980) y Lozoya ef al. (1995) tampoco obtuvieron un efecto
significativo del tiempo de aplicacion de la corriente sobre la regeneracién de brotes.

El incremento de temperalura provocado por el flujo de corriente a travds tel material vegetal
estd relacienade con la brotacion del material vegetal, limitdndolo en funcién de los niveles que esta
alcancen; sin embargo, aspectos como a aitcrnancia y la frecuencia de la corriente pudieran provocar

t algtn tipo de dafio a las células vegetales, aunque también pueden ser los causantes del estimulo de-una
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brotacién de los puntos de crecimiento o regeneracién mis rapida de brotes a partir de explantes, asi

como de una mayor velocidad de crecimiento.

4.2, Sepunda fase: diagnéstice de los virus OYDV y LYSV

Los resultados del diagnéstico con los anticuerpos y anticuerpos conjugados para los virus

QYDV, LYSV y la mezcla se presentan en el cuadro 4.5.

Cuadro 4.5. Resultados del diagnostico para los virus QYDV y LYSV con los anticuerpos

respectivos para cada uno de estos y con la mezcla,

, DIAGNOSTICO
' CLON No. EN CAMPO LYSV oYDV MEZCLA
PLANTA Rl R2 Rl R2 R1 R2
1 + + + + +
Taiwan - 2 + + + + +
3 + + + + +
Taiwan Terin 1 + + + + +
2 + + + + +
3 + + + + +
1 + + + + +
| Cadereyta 2 + + + + +
3 + + + + +
1 + + + + +
Celaya 2 + + + + +
3 + + + + +
1 + + + + +
Chileno 2 + + + + +
3 + + + + +

™ El signo (+) indica sintomas visuales y reaccion positiva en el andlisis de ELISA.
El signo (-} indica reaccidn negativa en el anélisis de ELISA.
: No hubo reaccién del conjugado al adicionar el sustrato.
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Cuadro 4.5. Resultados del diagnéstico para los vius OYDV y LYSV con los anticuerpos

respeclivos para cada uno de estos y con la mezcla.

DIAGNOSTICO™

CLON No. EN CAMPO LYSV OYDV MEZCLA
PLANTA R1 R2 R1 R2 Rl R2
1 + + + + +
Massone 2 + + + + +
3 + + - + +
1 + + - + +
Napuri 2 + + + + +
3 + + + + +

T 1 + + + + +
Vikingo I 2 + + + + +
3 + + + + +
| 1 + + + + +
Vikingo II 2 + + + + +
3 + + + + +
1 + + + + +
Aramberri 2 + + + + +
3 + + + + +
1 + + + + +
San Luis 2 + + + + +
+ + + + +

En los resultados presentados en el cuadro anterior €s importante aclarar que los valores de
densidad dplica no son presentados debido a que fueron muy altos em comparacién con los que
normalmente se obtienen después de realizar una prueba de ELISA; ademds de lo antenior, las celdas en
las cuales no se deposité muestra vegetal y sélo se adicionaron sustancias como buffer de extraccion, PBS
b agua simple, registraban valores de densidad éptica muy elevados aun cuando no habfa tincién por la

feaccién del conjugado con el sustrato; por tales motivos, se tomé la decisién de hacer el diagnéstico

™ El signo (+) indica sintomas visuales y reaccién positiva en el andlisis de ELISA.
. El signo (-) indica reaccion negaliva en el analisis de ELISA.
No hubo reaccidn del conjugado al adicionar el sustrato.
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tnicamente con la coloracién en las celdas donde se deposité muestra vegetal y su comparacién con los
testigos vegetales positivos.

Los altos valores de absorbancia pudieron deberse a Ia leche en polvo descremada que se agregd
en el buffer de conjugados, pues a pesar que se hace esta recomendacién en el protocolo, puede ocurrir
que un exeso de residuos de ésta queden adheridos a la pared de las celdas a pesar de los lavados que se
hacen después del proceso de incubacion del anticuerpo conjugado, lo que provoca lecturas falsas de
densidad dptica. Tal vez debi6 ulilizarse una concentracion de leche mas baja a la indicada,

Los sintomas de las plantas seleccionadas en campo son similares a los reportados por Sherf y
L/[acnab (s/a), Fukami ef al. (1989), Fukamii e Ishii (1991), Vanr Dijk (1993a) Sutarya y Van Dijk (1994)
ill Conci (1997) tales como sintomas de estriado y mosaico de lige.rb a severo llegandi) a unirse hasta
formar grandes manchas en las hojas, desde muy claras hasta un amarillo intenso, enanismo en las
plantas y desarralio raquitico en tamafio.

Los resuitados de la coloracion en las celdas de la placa se observa con los anticuerpos para el
virus LYSV, mientras que para el virus OYDV no hubo reaccién debido, tal vez, a 1a baja concentracion
empleada, o bien por degradacion de los anticuerpos; sin embargo, la mezcla de anticuerpos tuvo
reaccidn positiva para todas las muestras vegetales analizadas. Con la mezcla se puede diagnésticar la
presencia de alguno de los dos virus sefialados anteriormente, aunque no es posible determinar cual de
ellos.

La repeticion dos en [a placa de la muestra tres del clon Massone y uno del clon Népuri, fueron
negativas para LYSV pero positivas para la mezcla, lo que indica que pueden ser falsos negalivos en la
placa.

No puede determinarse que el virus OYDV estd o no infectando las muestras vegetales
analizadas debido a la falta de reaccidén en la placa; sin ecmbargo, Congi et al. (1992) lo mencionan como
reportado en todo ¢l mundo donde se han hecho andlisis para su deteccién; Herndndez y Ruiz (1992),
Van Dijk (1993a) y ['(och y Salomon (1994) sefialan que los virs del ajo estén siempre presentes en todo
el mundo. con excepcidn de aquellas plantas oblenidas por cultivo- de meristemos; mencionan también

hue los bulbos destinados al mercado pueden presentar tasas de infeccién de hasta un 100%. Iwai et al.

53



(1990) reporta 145 clones de un total de 189 de todo el mundo con reaccion positiva para GLV y OYDV,
esto indica que este Gltimo virus actia generalmente en forma mezclada, Van Dijk, (1993b) lo reporta
mezclado siempre con LYSV; Conci (1997) menciona que el ajo acumula un conjunto de virus diferentes
que forman un complejo sin posibilidades de liberarse de ellos en forma natural y que la existencia de
cultivares de ajo Itotalmeme infectados por virosis parece constituir la regla general de todas las dreas

comerciales del murdo. Por todo lo anterior, se puede sugerir, aunque no confirmar, que el OYDV estd

infectando las muestras vegetales analizadas en el presente trabajo.

4.3. Tercera fase: Cilculo de la energia utilizada y de fa capacidad calorifica de los dientes de ajo

4.3.1. Chlculo de la energia utilizada durante la aplicacién Je los tratamienfos con corriente

¢léctrica

En el cuadro 4.6 se presentan los datos del gasto de energia en watt {P) que se tuvo en cada
tratamiento durante 1a aplicacién de la corriente eléctrica a dientes de ajo; conforme avanza el tiempo de
aplicacion el consumo de corriente por el material vegetal awmenta y disminuye el valor del voltaje
inicial, provocando un calentamiento de los cuerpos biclogicos lo que disminuye su resistencia, todo esto
como consecuencia de la conduccidn de 1a corriente eléctrica debido a los electrolitos que se encuentran
en las soluciones de dichos cuerpas (Remizov, 1987; Soto, 1988; Tattar y Blancard, 1976).

Al incrementarse el nivel del voltaje inicial y el tiempo de aplicacidn el gasto de energia también
aumenta. los valores de gasto de energia fueron desde 1.1339 watt después de 30 segundos de aplicacidén
con un voltaje inicial de 500 volts, hasta 78.75 watt con 90 segundos de aplicacion y un voltaje inicial de
800 volts, sin embarpo, estos valores son bajos si se comparan con el gasto que se tiene cuando se utiliza
lit:rmt:m:l'alpia. en camaras bioclimaticas durante varias semanas de tratamiento:. Herndndez et al. (1996)

\ i
reporta un ahorro de 145.34 kw/h al usar electroterapia como pretratamiento al cultivo de 4pices para €l

sanecamiento de cafia de azicar. Ademdis de la energia, el ahorro en tiempo es considerable, la



termoterapia se aplica durante varias semanas mientras que la electroterapia utiliza solamente unos
minutos,

Lozoya y Dawson (1981) aplicaron alternancia de temperatura de 25 °C hasta 40 °C como
termolerapia durante 2 semanas para observar su efecto sobre la infectividad de tobacco mosaic virus
(TMYV) infectando tabaco y del cowpea chlorotic mottie virus (CCMYV) infectando garbanzo. Congci et al.
(1991) trataron dientes de ajo para su saneamiento con agua calienic y con aire caliente en cimara de
crecimiento y en invernadero; los tratamientos con agua caliente fueron de 50 °C ¥ 55 °C durante 5, 15 y
20 minutos, su eficiencia fue tan sélo del 13% de saneamiento, con aire caliente se aplicé una
{empemlura de 36 °C durante 30, 40 y 60 dias, el porcentaje de regeneracion disminuyd al incrementarse
tlal tiempo de aplicacién, y aumenié la eficiencia del sancamiento alca;nzando hasta un 160% von 60 dias
de aplicacion. Hernindez ef al, (1996) solamente aplicaron 10, 20 y 30 volts derante cinco minutos en
cada nivel para saneamiento de cafia de azicar de escaldadura foliar (Xanthomonas albilineans), RSD
(C'Im’fbacter‘ xvii. sub sp xyli) y el virus mosaico de la cafia de aziicar; cbservaron una distinucion de las
posibilidades de establecimiento iz vitro conforme se aumentd el voltaje pero se incremento la eficiencia

del saneamiento llegando hasta un 100%.

4.3.2. Cilculo de la capacidad calorifica especifica de los dientes de ajo

Los valores de capacidad calorifica se presentan en el cuadro 4.6, estos valores varian también
con el nivel de voltaje aplicado y ¢! tiempo de duracién del tratamiento; Apuilar y Cazares (1989)
reporian la capacidad calorifica especifica de diversos produclos agricolas y los comparan con los
obtenidos por otros autores siendo muy similares ambos resultados. Con la férmula utilizada ¢ = Q/(m(t2-
tl)) se puede apreciar que el resultado depende mucho de la masa vegetal y del diferencial de
temperaturas. ademds, a pesar de que no intervienc en la formula, ¢l tiempo de aplicacion de la corriente
eléctrica altera el diferencial de lemperaturas, por lo tanto es importante considerar que un ciiculo mis
exacto puede hacerse manteniendo 1a masa del material vegetal similar en todas las muesiras y el tiempo

icle aplicacién conslante en cada tratamiento.
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Es dificil determinar cudl de los valores obtenidos de capacidad calorifica especifica es el mds
acertado. ya que no se cuenta con datos bibliograficos que respalden tales valores; sin embargo, es
importante obtener la capacidad calorifica del material vegetal al cual en lo futuro se le aplicara corriente
eléctrica, mnmiéndola se podrian cstablecer los valores de corriente y voltaje necesarios para llevar la
temperatura del material vegetal. desde una temperatura inicial a una temperatura final delerminada;
esto seria una ventaja, ya que solamente s¢ tendrian que eslablecer los tiempos de aplicacion de la
corriente eléctric;a a los cuales se alcanzan dichas temperaturas; los cambios en los valores de capacidad

calorifica debido a los diferentes tratamientos se pueden observar en la figura 4.7,

Figura 4.7. Variacién en los valores de la capacidad calorifica especifica de dientes de ajo (4 {lium

sativum L), clon Cadereyta, por efecto de los diferentes tratamientos de voltaje y tiempo.

3) -
ﬁ - .
m A /
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La importancia del incremento de la temperatura por efecto de la corriente eléctrica radica en
que es €l unico factor explicable hasta el momento relacionado con la atenuaciéon de. virus vegctales;
Ininguno de los autores citados que realizaron investigaciéon con electroterapia explica las posibles causas
de sus efectos, solamente Quacquarelli ef al. (1982) hacen referencia al incremento de temperatura como

|
posible causa de los efectos de la corriente eléctrica sobre virus del almendro. Por otro lado es muy dificil
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asegurar que sea el imico factor involucrado con ¢l uso de la corriente eléctrica, ya que los tdempos de
aplicacién reportados en la literatura son demasiado cortos en comparacion con la termoterapia normal,
aunque sus efectos sobre la capacidad de regeneracion y la eficiencia del saneamiento son muy similares;
en la figura 4.8 se observan las tendencias de la temperatura final de los dientes de ajo tratados asi como

los porcentajes de brotacién por efecto de los difcrentes tratamientos con corriente eléctrica.

Figura 4.8. Tendencia de la temperatura final alcanzada por los dientes de ajo (Aliwm sativum L), clon
Cadereyta, ¥ los porcentajes de brotacion obtenidos con los diferentes tratamientos de

voltaje y tiempo.
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5. CONCLUSIONES

Después de realizar el presente trabajo de investigacién y de analizar y discutir los resultados

obtenidos en cada una de sus diferentes etapas, se llegé a las siguientes conclusiones:

1.- Se construyeron dos equipos para la aplicacién de corriente elécirica a material vegetal de
propagacién para utilizarse sobre dientes de ajo; dichos equipos difieren en su funcionamiento y en su
manéfa de operacion, pero son similares en los efectos que se tienen por aplicacion de la corriente

eléctrica con cada uno de estos en los dientes de ajo utilizades como semilla.

| 2.- Considerando [a sintomatologia observada y la reaccidn en color de los conjugados con el
sustrato en las celdas de la placa para ELISA, las plantas de ajo de los diferentes ¢lones colectados en un
|

campo de produccion de semilla, estan infectados al menos por el virus del estriado amarillo del puerro

{leek yellow sireak virus, LYSV).

3.- El tratamienio con corriente eléctrica reduce los porcentajes de brotacién de los dientes de
P
hjo y provoca un incremento de temperatura en los mismos dependiendo del voltaje aplicado, tales efectos
varian también en los diferentes clones utilizados; sin embargo, hay sobrevivencia de dientes después de
l;r.er aplicada }a electroterapia; estos efectos son muy similares a los causados mediante una termoterapia

normal. Por lo tanto, el tralamiento con corriente eléctrica puede ser probado como pretratamiento al

cultivo in vitro de 4pices para saneamiento de virus que atacan al cultivo del ajo.



6. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de motivar a realizar mas investigacitn sobre la técnica de electroterapia en el

complejo viral del ajo, se hacen las siguientes recomendaciones:

1.- Buscar la combinacién més adecuada entre las cualidades de ambos equipos construidos para

el tratamicento con corriente ¢léctrica a material vegetal.

2.- Ajustar ¢l protocolo utilizado para los andlisis de ELISA para evitar errores y reacciones
equivocadas durante el mismo, de manera tai que pueda hacerse un diagnéstico complelo por
sintomatologia observada, reaccion por coloracidn de las celdas de la placa y en base a los valores de

densidad optica.

3.- Una vez ajustado el protocolo realizar nuevamente los andlisis de ELISA para corroborar Jos
resultados aqui presentados, asi como también realizar un segundo andlisis después de aplicados los

tratamientos con corriente eléctrica.

4.- Dc los dientes sobrcvivientes al tratamienio con corriente eléctrica extracr los dpices y
establecerlos in vitro para determinar el efecto conjunio de la electroterapia y el cultivo de dpices in vitro

sobre la eliminacidn de virus que atacan el cultivo del ajo.
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“Para poder dar ordenes
a la naturaleza, hay
que saber obedeceria”

Francis Bacon
Filésofo Inglés






