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RESUMEN

Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Cherry virus A (CVA) y Little virus 1 (LChV-1),
son virus que afectan al cerezo. Se estudio la posibilidad de obtener material de propagacion
libre de estos virus, a través de termoterapia, cultivo de apices meristematicos, y la
combinacidon de ambas técnicas en los portainjertos de cerezo Maxma 14, Colt y en la
variedad Regina. Se evaluo la tasa de supervivencia de los explantes y la eficiencia en la
erradicacion de los virus mediante RT-PCR. La combinacion de termoterapia (4 semanas a
una temperatura maxima de 36°C) y la escision de apices meristematicos (1 — 2 mm) logro
una baja tasa de sobrevivencia de los explantes, pero permitié obtener mas del 60% de plantas
libres de virus, en comparacion con los otros dos tratamientos estudiados donde la eficiencia
de eliminacion fue mucho menor, alcanzando los valores en promedios del 13,33% y 41,25%,
respectivamente. En este experimento se concluyo que la termoterapia asociada a cultivo de
explantes de apices meristematicos es un método eficaz y eficiente para la eliminacion de
virus que infectan a cerezos.

Palabras claves: Cultivo de tejidos, eliminacion de virus, Prunus avium L.
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ABSTRACT

Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Cherry virus A (CVA) and Little cherry virus 1
(LChV-1), are viruses that affect sweet cherry trees. The possibility of obtaining plant
material free of these viruses through thermotherapy, meristem-tip culture, and the
combination of both techniques in cherry rootstocks Maxma 14, Colt and in the variety
Regina, was studied. The survival rate of the explants and the efficiency in the eradication of
the viruses determined by RT-PCR were evaluated. The combination of thermotherapy (4
weeks at a maximum temperature of 36 ° C) and excision of meristem-tip culture (1 - 2 mm)
determined a low survival rate of the explants, but allowed more than 60% of virus-free
plants, compared to the other two treatments studied where the elimination efficiency was
much lower, reaching average values of 13.33% and 41.25%, respectively. In this experiment
it was concluded that the combination of thermotherapy and meristem-tip culture is an
effective and efficient method for virus elimination in sweet cherry trees.

Keywords: Tissue culture, virus elimination, Prunus avium L.
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INTRODUCCION

Chile se ha posicionado como el principal productor de cerezas en el hemisferio sury un lider
mundial en la exportacion de cerezas, llegando a exportar 180.000 toneladas de frutos
frescos, siendo el principal pais de destino China (Banco Central, 2018). Todo lo anterior, ha
generado un aumento progresivo de la superficie plantada con cerezos alcanzando 39.645
hectareas (ODEPA, 2020), donde las principales variedades son Lapins, Santina, Regina y
Bing, mientras que los principales portainjertos son Colt, Gisela 6, Maxma 14 y Gisela 12
(ODEPA, 2015).

Existen diversas enfermedades descritas en cerezo en el mundo, estas son producidas por
hongos y pseudohongos, bacterias, virus, fitoplasmas y nematodos (Latorre, 2008; Hadidi
and Barba, 2011). Entre los agentes bi6ticos que causan pérdidas econdmicas importantes en
cerezos estan los virus, los que pueden generar una disminucién en la produccion de los frutos
que oscila entre 20% y 95% a nivel predial y en la calidad organoléptica de éstos,
dependiendo tanto de la especie viral como del nimero de virus que se encuentren infectando
simultaneamente a las plantas (Hadidi and Barba, 2011).

Las especies virales que han sido reportadas en cerezos en Chile corresponden a Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV), Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV), Cherry green ring mottle virus
(CGRMV), Apple mosaic virus (ApMV), Tomato ringspot virus (ToRSV), Plum bark
necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV), Cherry virus A (CVA) y Little cherry
virus 1 (LChV-1) (Fiore and Zamorano, 2013; Fiore et al., 2016; Zamorano et al., 2017,
Fiore et al., 2018). Los virus con mayor prevalencia e importancia a nivel predial como en
viveros son PNRSV, PDV y ACLSV (Herrera and Madariaga, 2002; Fiore et al., 2016).
Todos los virus mencionados anteriormente pueden ser transmitidos por material de
propagacion infectado, algunos también por polen, semillas y/o vectores (Hadidi et al., 2011).

Debido a la inexistencia de un método de control efectivo en campo, la principal estrategia
para evitar la presencia de estos patdgenos es la prevencion, por lo tanto, la utilizacion de
material de propagacion libre de virus es una de las medidas de control fundamental en la
lucha contra estos patdgenos (Wang et al., 2008), junto con un diagndstico oportuno que
permita una remocion rapida de arboles infectados con el fin de limitar su diseminacion
(Hadidi et al., 2011).

Dado lo anterior, uno de los desafios que enfrenta Chile es la obtencién de material de
propagacion con altos estandares de calidad, tanto productivos como fitosanitarios, lo que
hace necesario contar con técnicas de diagndstico y de saneamiento in vitro para disponer de
material de propagacion apto para el mercado fruticola del pais.

Para la obtencidn de plantas libres de virus existen diversas técnicas que se pueden aplicar in
vitro; como la termoterapia, cultivo de meristemas, embriogénesis somatica, quimioterapia,
crioterapia y electroterapia (Bayati et al., 2011; Panattoni et al., 2013). El cultivo in vitro
corresponde al cultivo aséptico de células, tejidos, 6rganos o plantas enteras bajo condiciones
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nutricionales y ambientales controladas, se basa en la totipotencialidad y plasticidad celular
(Takebe et al., 1971; Thorpe, 2007). Esta técnica permite la aplicacion de un gran nimero de
tratamientos en un espacio relativamente pequefio (Spiegel et al., 1993; Gella and Errea,
1998). La termoterapia junto con el cultivo de meristemas in vitro son las técnicas de
saneamiento mas utilizadas y que han logrado la eliminacion de diversos virus en distintas
especies frutales (Panattoni et al., 2013; Wang et al., 2018).

La termoterapia consiste en mantener las plantas, o partes de ellas, a temperaturas altas que
fluctdan usualmente entre los 35-54°C por un periodo de tiempo adecuado, sin sobrepasar
los limites de tolerancia fisiologica de cada especie vegetal. La seleccion de la temperatura
debe asegurar la degradacion del virus y la supervivencia de la planta, bajo la premisa que la
sensibilidad a una determinada temperatura puede ser mayor para la planta que para varias
especies de virus (Spiegel et al., 1993). Temperaturas por sobre los 35°C generan diversas
alteraciones en las particulas virales, provocando una disminucion en la capacidad infectiva
del virus, a través de la inhibicion de la replicacion viral (Panattoni et al. 2013). Ademas, la
alta temperatura activa el silenciamiento génico, que es una estrategia de defensa de las
plantas hacia los virus (Wang et al., 2008).

Por otro lado, el cultivo de meristemas se basa en el aislamiento de tejido meristematico de
la planta, que se cultiva en un medio artificial con presencia de reguladores de crecimiento y
bajo condiciones adecuadas puede crecer y desarrollarse en una planta completa (Holligs,
1965). Los meristemas podrian tener una baja o nula concentracién de virus, debido a que es
una zona con una alta y continua tasa de division celular, y los elementos del sistema vascular
no se encontrarian diferenciados, lo que dificultaria la presencia de virus (Panattoni et al.,
2013).

En la actualidad existen pocos estudios sobre saneamiento en cerezos en el mundo, que
permita la obtencién y mantenimiento de variedades y portainjertos de cerezo libres de virus.
Deogratias et al. (1989a) sometieron a un régimen térmico de 34-35°C por 3 semanas a
explantes de cerezos ‘Van 2D’ cultivados in vitro e infectados con PNRSV y PDV, el 30%
de los explantes que sobrevivieron al tratamiento lograron sanearse. En cambio, Gellay Errea
(1998) lograron eliminar PDV de cerezos ‘Silvia’ y ‘Celeste’ propagados in vitro con un 85%
y 100% de éxito a los 21 y 24 dias en la var. Silvia, y un 100% de éxito a los 22 dias en la
var. Celeste, aplicando una temperatura constante de 37+1°C y posterior cultivo de apices
caulinares de 1-2 mm de longitud. Por consiguiente, el uso de estas técnicas podria generar
material de propagacion libres de virus para variedades y portainjertos de cerezos que
actualmente se comercializan en Chile.
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HIPOTESIS

A través del uso de termoterapia y cultivo de apices meristematicos in vitro, se obtienen
variedades y portainjertos de cerezo libres de virus.

OBJETIVOS

Obtener una variedad y dos portainjertos de cerezo, libres de virus, mediante el uso de las
técnicas de termoterapia y cultivo de &pices meristematicos in vitro.

Objetivo Especifico:
Desarrollar un protocolo de saneamiento de virus para cerezo Regina, y los portainjertos Colt

y Maxma 14, utilizando las técnicas de termoterapia y cultivo de apices meristematicos in
vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

Ensayos y andlisis se realizaron en el Laboratorio de Fitovirologia de la Universidad de Chile,
Facultad de Ciencias Agrondémicas, Departamento de Sanidad Vegetal (33°34'08,0"S
70°38'00,9"0).

Material biologico

Como material vegetal inicial se seleccionaron ramillas en activo crecimiento de dos plantas
de Prunus avium L. Regina, de dos plantas del portainjerto Colt (P. avium % Prunus
pseudocerasus) y de dos plantas del portainjerto Maxma 14 (Prunus mahaleb x P. avium).
Las plantas presentaban sintomas virosis y provenian de la Agricola Sacramento, ubicada en
la comuna de Buin en la Region Metropolitana.

Tratamientos y disefio del ensayo

Para la realizacion de esta investigacion se utilizdé un disefio experimental completamente
aleatorizado (DCA) con estructura factorial de tratamiento, en donde se evaluaron dos
factores. El primer factor correspondio a los tratamientos, donde se evaluaron las técnicas de
saneamiento Termoterapia (T1), Cultivo de &pices meristematicos (T2) y Termoterapia
asociada al cultivo de apices meristematicos (T3), ademas, se consider6 un control (T0O), en
el cual no se aplicd ninguna técnica de saneamiento. El segundo factor correspondio a las
plantas de los genotipos Colt, Maxma 14 y Regina que lograron propagarse con éxito in vitro.
Todos los tratamientos se realizaron en paralelo. La unidad experimental consistié en un tubo
de ensayo con un explante en medio de cultivo, con 15 repeticiones por cada tratamiento.

Manejo del experimento

Deteccion de virus en pre-saneamiento en el material vegetal inicial sintomatico

Extraccion de acidos nucleicos totales (ANT). Para la obtencion de cada ANT desde las
muestras colectadas, se utilizo el método de captura por silica (MacKenzie et al., 1997;
Malinovski 1997). Para cada planta, se usaron 0,15 g de tejido floematico provenientes de
dos ramillas (parte basal de las ramillas). El tejido fue macerado con 1,5 mL de tamp6n de
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extraccion (tiocianato de guanidinio 4,0 M, acetato de sodio 0,2 M, EDTA 25 mM, acetato
de potasio 1 M, PVP 40 kdal 2,5% p/v y 3 mM B-mercaptoethanol). A 1 mL de macerado se
agregaron 300 pL de lauril sarcosyl sulfato de sodio (NaLS) al 10%. La mezcla se
homogenizo6 en un vortex durante un minuto y luego se incub6 a 70°C por 10 minutos.
Posteriormente, se centrifugd a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se recuper6 300 pL del
sobrenadante y se mezcl6 con 150 pL de etanol absoluto, 300 uL. de ioduro de sodio (Nal) 6
M y 50 pL de solucién de silica. Se homogenizo e incubd, a traves de agitacion por inversion,
a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego, se centrifug6 a 7.000 rpm por un minuto y
se elimind el sobrenadante. Se lavé el sedimento con 500 puL de tampéon de lavado (50%
etanol, 10 mM de Tris HCI pH 8,0 1mM de EDTA) y se agitd con vortex para resuspenderlo
totalmente. Despues, se centrifugd a 7.500 rpm por un minuto, se eliminé el sobrenadante y
el precipitado se secé a temperatura ambiente. EI sedimento fue resuspendido con 100 pL de
H-O bidestilada estéril e incubado a 70°C por 4 minutos. Finalmente, se centrifugo a 13.500
rpm durante 3 minutos, se recuperd el sobrenadante y se almaceno a -20°C.

Comprobacion de la viabilidad de los extractos de acido nucleicos totales (ANT). Se
realizé un PCR utilizando partidores especificos que amplificaron un segmento del gen que
codifica para la enzima Rubisco, el cual esta presente en el genoma de las plantas. Los
partidores utilizados fueron: Rbc-F 5° TACTTGAACGCTACTGCAG-3’ y Rbcl-R 5’-
CTGCATGCATTGCACGGTG-3’, cuyo producto de amplificacion es de 183 bp (Fuchs et
al., 2010).

Transcripcion inversa. EI genoma de los virus analizados esta constituido por RNA, por lo
que se sintetizé su ADN complementario (ADNc) mediante una transcripcion inversa (RT)
(Mackenzie et al., 1997). Para cada ANT se prepard un mix con 19 pL de H20O bidestilada
esteril, 1 uL de partidores de DNA, hexanucledtidos al azar (Roche, Basel, Switzerland) y 10
uL del extracto ANT. Adicionalmente, se prepard una muestra sin ANT y con agua
bidestilada estéril, como control negativo. EI ADN de las muestras fue desnaturalizado a
95°C durante 5 minutos y retrotranscrito con 1 uL. Moloney murine leukaemia virus
retrotranscriptasa (M-MLV RT; Promega, Madison, Wisconsin, USA), 4 uL de H.O
bidestilada esteril, 10 uL de tampoén MMLYV 5x, 2,5 uL de DTT 0,1 M y 2,5 pL de dNTPs.
El programa de retrotranscripcion consistio en 10 minutos a 39°C, 60 minutos a 42°C y 10
minutos a 72°C. EI ADNc resultante se almaceno a 4°C.

Deteccidn de virus con PCR. Se utilizo esta técnica para la deteccion de los 10 virus que
actualmente se han reportado en el pais. Para la amplificacion se utilizd un volumen de
reaccion de 30 uL, constituido por 2 uL de ADNc y 28 uL de mix de amplificacién compuesto
por 1 puL d-NTP, 1 pL de cada partidor, 1,5 pL MgClz, 0,2 pL Taqg DNA polimerasa
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 3 uL de buffer y 21 uL agua bidestilada estéril. Para cada
virus se utilizaron partidores especificos obtenidos en su mayoria de la literatura
especializada y disefiados en regiones del genoma altamente conservadas (Cuadro 1).

Electroforesis. Los productos de amplificacion procedentes de PCR se separaron con
electroforesis en gel de agarosa 1,2% utilizando buffer TAE 1X (Tris 40 mM, 20 mM de
acido acético y EDTA 1 mM, pH 8,0). La corrida electroforética durdé 25 minutos a 500
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amperes y 120 voltios. Los productos de amplificacion se visualizaron a través de un
transiluminador de luz UV vy el gel se fotografi6 utilizando el equipo de fotodocumentacién
de luz UV. Para la determinacion del tamafio de los fragmentos amplificados se utiliz6 3,5
uL de ADN ladder 100 bps (Invitrogen).
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Cuadro 1. Partidores utilizados para la deteccion de virus en cerezo.

Virus Partidores Sec’uentzla Pr_o_duct_q de Gen Referencia Bibliografica
5°-3 amplificacién (bp)
GRM8316 CCTATAGCCAGTCTTCATATTATG . .
CGRMV GRM7950 GCAGCCTTTGACTTTTTTGAG 366 Proteina de cubierta Rott and Jelkmann 2001
C537 ACGCGCAAAAGTGTCGAAATCTAAA , . .
PNRSV Hs3 TGGTCCCACTCAGAGCTCAACAAAG 455 Proteina de cubierta MacKenzie et al., 1997
LCV-H90-F TCAACCCACTGTAATGGATAAATG . .
LChV-1 LCV-H90-R  TCACTTTATGTGGGTTTCATCAAAT 204 HSP90-like Flore et al., 2018
DetCNR-F TCCCACCTCAAGTCCTAGCAGAGA . . .
CNRMV DetCNR-R TCATTGCTAATTGCAAAATCCCA 333 Proteina de cubierta Fiore and Zamorano, 2013
ApMCP1 ATGGTCTGCAAGTACTGTGGTC
« ApMV-1R GCGGCGAAATTCGTCTTAAACT , . .
ApMV ApMCP2 CACGAAGTCATCAAAAGTTGTG 268 Proteina de cubierta Fiore et al., 2016
ApMV-1F AGAAGTGACTGCCACGGTTGAAG
ApCLCP1 GATCAGAAGGCGGAGGATGG . . Disefiados en el Lab. de
ACLSV ApCLCP2  CTAAATGCAAAGATCAGTTGYAACA 599 Proteina de cubierta i ivologia, U. de Chile
PBN-RdRp-F CTTATTATTGTGCTGAAGTTGATCT
PBNSPaV PBN-RdRp-R TGGAAAAGTATTGAGTCATCACE 350 RdRp Zamorano et al., 2017
CVAF2 ACTGCAGAGAAAACAACTGCC . ..
CVA CVAR? AGGCCCCTTCTTATCTCGTT 436 Proteina de movimiento Zamorano et al., 2017
PDV PDVR2 CTCTCTTGGGCATCGAGTGT 451 Proteina de cubierta Disefiados en el Lab. de
PDVF2 TCGAAGTCTATTTCCGAGTGG Fitovirologia, U. de Chile
ToRSV-F-Fuchs ACTTCTGAAGGCTACCCGTT
- ToRSV-R-Fuchs CCACCACACTCCACCTACC Rivera et al., 2016
TORSV D1 TCCGTCCAATCACGCGAATA 392 RdRp
Ul GACGAAGTTATCAATGGCAGC

* Los analisis se realizaran a través de PCR anidado.
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Establecimiento de plantas in vitro

Desinfeccion del material vegetal. La seccion apical de las ramillas destinadas al
establecimiento in vitro se lavaron con detergente liquido durante 15 minutos, se eliminaron
las hojas y cortaron en segmentos nodales de 2-3 cm. Se sumergieron en agitacion constante
en una mezcla de fungicidas (1,3 g L™ de Captan, 0,2 g L™ de Tebuconazol y 0,1 g L™ de
Carbendazima) durante 20 minutos y se enjuagaron con agua potable. Posteriormente, dentro
de una camara de flujo laminar los segmentos nodales se desinfectaron en una solucion de
cloro comercial al 20% mas 2 gotas del tensioactivo Tween 20® por 20 minutos en agitacion
constante y se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril. Los segmentos nodales se
tomaron con una pinza estéril y se secaron en papel absorbente estéril. Finalmente, fueron
colocados sobre una placa Petri estéril y con ayuda de un bisturi se obtuvieron segmentos
uninodales o binodales, todos con un corte en diagonal en la parte inferior, cuyo fin es
aumentar la superficie de contacto con el medio.

Medios y condiciones de cultivo. El establecimiento inicial de los segmentos uni/binodales
se realizd al interior de una cdmara de flujo laminar horizontal. Para los portainjertos se
utilizé el medio de cultivo DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) con modificaciones (ANEXO
1), en adicion de 0,6 mg L de benciladenina (BAP), 0,01 mg L de 4cido naftalenacético
(ANA), sacarosa al 3% como fuente de carbono y agar al 0,7% como agente gelificante. Por
otro lado, para el establecimiento inicial de Regina se utiliz6 el medio MS (Murashige and
Skoog, 1962) (ANEXO 1), suplementado con 0,5 mg L de BAP y 0,01 mg L de ANA,
sacarosa al 2% y agar al 0,7%. El pH de ambos medios se ajustd a un valor de 5,8 con HCI 1
N y/o NaOH 1 N, antes de ser autoclavados a 1,2 atmosfera de presion, a 121°C, durante 20
minutos.

Los explantes de cerezos propagados in vitro fueron mantenidos en cdmara de crecimiento a
una temperatura de 24°C+1, una intensidad luminosa de 40 pmol m2 s%, un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad, por 4 semanas.

Micropropagacion

Multiplicacién de explantes y medios de cultivo. Para llevar a cabo la fase de
multiplicacion, se realizaron subcultivos cada 3-4 semanas de los explantes establecidos con
la finalidad de conseguir material vegetal suficiente para iniciar los diferentes experimentos.
La multiplicacion in vitro de los explantes de los genotipos de cerezo se realizaron en los
medios de cultivos utilizados en la fase de establecimiento, la concentracion de los
reguladores de crecimiento de BAP y ANA se mantuvieron, pero se les adicion6 a ambos
medios de cultivo 0,1 mg L de &cido giberélico (AGs) (ANEXO 2). Los subcultivos
micropropagados fueron colocados en cémara de crecimiento con las condiciones
ambientales establecidas en la fase de establecimiento.
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Deteccion viral en pre-saneamiento in vitro

Se realizo un analisis por RT-PCR del material in vitro con el objetivo de corroborar la
presencia de los virus detectados inicialmente. Posteriormente se realizaron subcultivos de
aquellos explantes que dieron positivos a los virus para obtener material uniforme y suficiente
para cubrir todos los tratamientos.

Tratamientos para la obtencion de plantas sanas

Termoterapia (T1). Los explantes fueron cultivados en los medios de cultivos de
multiplicacidn respectivos, fueron colocados en una camara de termoterapia al interior de un
recipiente lleno de agua, con el fin de bajar la temperatura de los medios y asi no alterar sus
propiedades fisico-quimicas. La temperatura se incremento gradualmente desde los 28°C a
36°C en una semana y luego fue mantenida a 36 °C durante 4 semanas. Finalizado el
tratamiento térmico, fueron llevados a la camara de crecimiento bajo las mismas condiciones
ambientales de la fase de multiplicacion por siete dias, para favorecer la reactivacion de las
plantas después del tratamiento térmico. Luego, se procedio al aislamiento de apices
caulinares de una longitud de 0,5 a 1 c¢cm, de aquellos brotes que sobrevivieron a la
termoterapia, que fueron colocados en los medios cultivos utilizados en la multiplicacion y
mantenidos en la cdmara de crecimiento durante 6 semanas.

Cultivo de &pices meristematicos (T2). En una camara de flujo laminar horizontal y con la
ayuda de un microscopio estereoscopico con luz led, se extrajeron apices meristematicos de
una longitud de 0,1 - 0,2 mm. Los &pices meristematicos fueron introducidos en el medio de
cultivo descrito por Druart (2013) (ANEXO 3), suplementado con 1 mg L™ de BAP, 0,1 mg
L1AGs, sacarosa al 2%, agar al 0,7% y pH 5,8. Posteriormente, fueron llevados a la camara
de crecimiento, durante 12 semanas. Cuando los apices meristematicos desarrollaron una o
dos hojas se cambiaron a los medios de cultivo utilizados en la fase de multiplicacion.

Termoterapia asociada a cultivo de apices meristematicos (T3). Inicialmente se llevo a
cabo la termoterapia, cuyo protocolo de régimen de temperaturas fue el mismo que el
utilizado en T1. Finalizado el tratamiento y transcurrido los 7 dias de recuperacion se llevé
acabo el aislamiento de explantes de apices meristematicos utilizando el protocolo descrito
enel T2.

Plantas control (T0). Explantes fueron mantenidos en cdmara de crecimiento, bajo las
mismas condiciones ambientales y medios de cultivos usados en la fase de multiplicacion,
durante 12 semanas. Cada 3 semanas se realizaron recambios de medios.
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Deteccion viral en post-saneamiento

Para validar el éxito del saneamiento se realizé un analisis de deteccion viral mediante RT-
PCR en los nuevos explantes obtenidos al final de los tratamientos, y un segundo analisis a
los seis meses en los explantes que obtuvieron preliminarmente un resultado negativo,
utilizando el mismo procedimiento descrito para la deteccion de virus en pre-saneamiento
del material vegetal inicial sintomatico.

Evaluaciones

Se evalud la sobrevivencia de los explantes al finalizar los tratamientos y la efectividad de
los tratamientos en la eliminacién de virus mediante la técnica molecular RT-PCR.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un modelo lineal generalizado con respuesta binomial
y funcion de enlace logit. Se realizd un test de Wald, en caso de existir diferencias
estadisticamente significativas entre los factores bajo interaccion o de manera independiente,
se realiz6 una prueba de comparaciones multiples de LSD de Fisher al 0,05 de probabilidad.
Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa Infostat.
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RESULTADOS

Deteccion de virus en pre-saneamiento en el material inicial sintomatico

Para la realizacion del experimento se necesitaba contar con material vegetal infectado con
virus. Por lo tanto, durante primavera se seleccionaron ramillas en activo crecimiento
provenientes de plantas que presentaban sintomas de virosis y fueron analizadas por RT-
PCR, todas las muestras presentaron infecciones virales; dos muestras presentaron
infecciones virales simples, dos muestras infecciones virales dobles y dos muestras
infecciones triples (Cuadro 2). Las especies virales prevalentes en los distintos genotipos
fueron PNRSV y CVA. Ademas, se observo la presencia de los virus LChV-1, PDV y
ACLSV.

Cuadro 2. Analisis viroldgico en pre-saneamiento de las ramillas provenientes de
plantas de campo que presentaron sintomas de virosis.

Virus
>
i
Genotipo” 2 > < S 3= I a2 & 3 2
> 2 3 £ 8 5§ 3 2 % %
a O O | < E — <
Maxmal4 (@ + - + - - - - - - -
Maxma 14 (b) + - + - - + - - - -
Colt (a) + - + - - - - - -
Colt (b) + + - - - - + - . i
Regina (a) + - - - - - - - - -
Regina (b) + - - - - - - - - -

" Para cada genotipo se seleccionaron y analizaron ramillas provenientes de dos plantas (a 'y b).

Establecimiento de plantas in vitro y multiplicacion

En forma paralela al anélisis virologico de las muestras, la parte apical de las ramillas
destinadas a la propagacion in vitro fueron desinfectadas e introducidas en sus medios de
cultivos respectivos. Todas las muestras provenientes de los distintos genotipos se lograron
establecer in vitro, aunque algunas con mayor éxito que otras (Cuadro 3). Las pérdidas
generadas por contaminacion fueron mayores que las generadas por necrosis, siendo los
organismos enddfitos los que mas afectaron el establecimiento inicial del material vegetal
(Figura 1). A pesar del éxito de la etapa de establecimiento, las muestras Colt (b) y Regina
(b) no lograron sobrevivir en la etapa de multiplicacion, debido a la calidad del material
inicial junto a la presencia de bacterias endofitas que afectaron el desarrollo de los explantes
(Cuadro 4). Regina (a) solo tuvo un repique de su material producto de su alto nimero de
explantes establecidos inicialmente.
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Cuadro 3. Porcentaje de supervivencia in vitro, de necrosis y contaminacion luego de cuatro
semanas de introduccion.

N° de N° de . . . o
Genotipo explantes explantes Sppe_rvwegma Ne((:)r03|s C(_)nta_mlnztcmn

introducidos _establecidos vitro (%) (%) invitro (%)
Maxma 14 (a) 14 6 42,86 21,43 35,71
Maxma 14 (b) 19 9 47,37 21,05 31,58
Colt (a) 27 16 59,26 11,11 29,63
Colt (b) 21 7 33,33 19,05 47,62
Regina (a) 36 25 69,44 11,11 19,44
Regina (b) 17 3 17,65 17,65 64,71

Figura 1. Explantes de cerezos establecidos in vitro. (A) Explantes de Regina
establecidos con éxito en medio de cultivo MS. (B) Explantes de Regina con presencia
de bacterias endofitas.

Cuadro 4. Numero de explantes obtenidos luego de dos repiques del material establecido.

0 0 0
Genotipo N° de explantes ~ N° de explantes luego N° de explantes

establecidos del 1° repique luego del 2° repique
Maxma 14 (a) 6 10 23
Maxma 14 (b) 9 7 8
Colt (a) 16 21 35
Colt (b) 7 0 0
Regina (a)” 25 36 -
Regina (b) 3 0 0

*
Regina (a) solo tuvo un repique
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Deteccion viral en pre-saneamiento in vitro

Se realiz6 un nuevo analisis por RT-PCR para verificar la presencia de los virus en el material
in vitro, se eligieron aquellos explantes que poseian una longitud superior a 3 cm y mas de
3-4 brotes, con el objetivo de extraer material para su analisis y para seguir micropropagando
ésas lineas (Figura 2). En una primera instancia, se comprobd la viabilidad de los extractos
de acido nucleicos totales (ANT), mostrando que todos los ANT eran viables. Los analisis
viroldgicos revelaron que en todas las lineas de los portainjertos se detect6 presencia de virus
en infecciones mixtas o simples. Solo en Regina (a) hubo explantes sin detecciones virales
(Cuadro 5). En el Cuadro 5 se observa que en solo el 87,5% de las lineas de Maxma 14 (a)
detectd CVA y solo dos lineas presentaron infecciones dobles de CVA y PNRSV. Por otro
lado, en todas las lineas de Maxma 14 (b) se mantuvieron los virus que inicialmente se
detectaron (PNRSV, CVA y LChV-1). En Colt (a) en el 92,8% de las lineas se detectaron
CVA yPNRSV, y en Regina (a) solo en 4 lineas se detecté PNRSV.

Figura 2. Algunas de las lineas que se seleccionaron para el analisis in vitro. (A) Explantes
de Maxma 14 (a); (B) explantes de Maxma 14 (b); (C) explantes de Regina (a) y (D)
explantes de Colt (a).
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Cuadro 5. Virus detectados en las distintas lineas madres de portainjertos y variedad
propagados in vitro.

Proporcion de

Genotipo Virus o
explantes positivas

CVA 14/16
Maxma 14 (a) CVA, PNRSV 2/16
Maxma 14 (b) PNRSV, CVA, LChV-1 5/5
CVA, PNRSV 13/14
Colt () PNRSV 1/14
Regina (a) PNRSV 4/16
g negativo 12/16

El material seleccionado para el proceso de saneamiento se basé en aquellas lineas que
presentaron mayor uniformidad en las detecciones y se multiplicaron para obtener material
suficiente para la aplicacion de los tratamientos (APENDICE 1). Por consiguiente, se
seleccionaron las lineas positivas a CVA en Maxma 14 (a); para Maxma 14 (b), todas las
lineas que eran positivas a la presencia de PNRSV, CVA y LChV-1; en Colt (a) se
seleccionaron aquellas lineas positivas a CVA y PNRSV, en Regina aquellas positivas a
PNRSV.

Tratamientos para la obtencién de plantas sanas

Supervivencia de los explantes

Posterior a la aplicacién de las técnicas de saneamiento la mayoria de los explantes
provenientes de termoterapia (T1) lograron sobrevivir con éxito al tratamiento térmico
(Cuadro 6). La exposicion prolongada a 36 °C generd un declive en el crecimiento y un
aumento de la necrosis en los apices de los explantes durante la Gltima semana del tratamiento
(Figura 3A), en éste periodo de la técnica se produjeron las muertes de los explantes y no
durante la extraccion de los pices. En general, el cultivo de &pices meristematicos (T2) logro
una baja sobrevivencia, las lineas de Maxma 14 se vieron mas afectadas. En el tratamiento
T3, el cual combina las técnicas de T1 y T2, mas de la mitad de los explantes de las lineas
Colt (a) y Regina (a) lograron sobrevivir (Cuadro 6) (Figura 3B). La causa principal de la
baja sobrevivencia en los tratamientos T2 y T3 fue por una escasa diferenciacion de los
meristemas, generando callos la mayoria de ellos (Figura 3C).
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Cuadro 6. Tasa de sobrevivencia de los explantes de cerezos tratados in vitro.

: Ndmero de explantes sobrevivientes/NUmero de explantes tratados
Tratamiento

Maxma 14 (a) Maxma 14 (b) Colt (a) Regina (a)
TO 15/15 15/15 15/15 15/15
T1 13/15 9/15 14/15 12/15
T2 1/15 5/15 10/15 8/15
T3 3/15 5/15 10/15 8/15

1,804 mm

2,65 mm

Figura 3. Explantes de cerezos después de la aplicacion de los tratamientos
de saneamiento. (A) Efecto en los apices de cerezos expuestos a altas
temperatura. (B) Brotes regenerados de un meristema de Colt, sometido
a termoterapia y cultivo de apices meristematicos. (C) Callo formado
desde un meristema de cerezo.



26

Al evaluar el efecto de los factores tratamientos y genotipos, se logré establecer que solo
existe un efecto significativo por separado de estos factores y no cuando interacttan. La
termoterapia (T1) logré en promedio un 40% y 36,67% mas de explantes sobrevivientes que
el cultivo de &pices meristematicos (T2) y que cuando se combinaron las técnicas (T3),
diferencidndose estadisticamente de ellos (Figura 4A). Por otro lado, Colt fue el genotipo con
mejores resultados de sobrevivencia, Regina obtuvo resultados similares a Colt, pero no logré
diferenciarse estadisticamente de las Maxma 14; los cuales obtuvieron las peores
sobrevivencias de explantes en todos los tratamientos (Figura 4B).
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Figura 4. Porcentajes de explantes sobrevivientes. (A) Efecto del
factor tratamiento en la supervivencia de los explantes; T1:
Termoterapia; T2: Cultivo de 4apices meristematicos; T3:
Termoterapia asociada a cultivo de apices meristematicos. (B)
Efecto del factor genotipo en la supervivencia de los explantes.
Medias con una letra en comun para cada grafica no son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD de
Fisher (p>0,05).
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Efectividad en la eliminacién de virus

Los resultados obtenidos del primer andlisis de RT-PCR sugieren de forma preliminar que
en los distintos tratamientos lograron la eliminacion de los virus en los explantes. La
termoterapia logré una baja eliminacion de virus en relacion a los explantes que fueron
analizados. Por otro lado, el cultivo de apices meristematicos y la termoterapia mas el cultivo
de apices meristematicos lograron un mayor nimero de explantes negativos, a pesar de que
el nimero de explantes analizados era menor que el de T1. En los controles también hubo
lineas negativas a los virus que inicialmente se habian detectado (Cuadro 7).

Cuadro 7. NUimero de explantes que resultaron negativos al ser analizados por RT-PCR al
término de la aplicacion de cada tratamiento.

. NUmero de explantes negativos/NUmero de explantes analizados
Tratamiento

Maxma 14 (a) Maxma 14 (b) Colt (a) Regina (a)
T0 1/15 1/15 1/15 2/15
T1 1/13 1/9 1/14 2/12
T2 1/1 1/5 2/10 218
T3 2/3 4/5 6/10 6/8

Dentro de los explantes con resultados positivos a la presencia de virus mediante el RT-PCR,
fue posible detectar infecciones virales simples, dobles y triples. Con el tratamiento T3 se
obtuvieron buenos resultados en la eliminacion de virus en Regina (a) que poseia infecciones
simples por PNRSV vy en las lineas de Colt (a) que poseia infecciones dobles por PNRSV y
CVA. Ademas, no se detectaron infecciones simples de LChV-1 en las lineas de Maxma 14
(b) tratadas con los diferentes tratamientos, durante el primer anlisis post saneamiento
(APENDICE II).

Cuando se evalud la eficacia del proceso de saneamiento completo, considerando los
explantes muertos y que sobrevivieron, se logra evidenciar que solo existio un efecto
estadisticamente significativo de los tratamientos y no asi en los genotipos. La termoterapia
asociada a cultivo de &pices meristematicos obtuvo mejores resultados en la eliminacién de
virus, generando aproximadamente un 20% mas de explantes libres de virus que T1y T2
(Figura 5).
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Figura 5. Porcentajes de explantes con resultado negativo a la presencia de virus mediante
RT-PCR, considerando todos los explantes que murieron durante el proceso y, por lo
tanto, no lograron sanearse. (A) Efecto de factor tratamiento en la eliminacion de los virus
de los explantes; T1: Termoterapia; T2: Cultivo de apices meristematicos; T3:
Termoterapia asociada a cultivo de apices meristematicos. (B) Efecto del factor genotipo
en la eliminacion de los virus de los explantes. Medias con una letra en comun para cada

grafica no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD de Fisher
(p>0,05).

Transcurrido seis meses desde el primer analisis, los mismos explantes que resultaron
negativos en una primera instancia se volvieron a analizar. Una linea de Regina (a) resultd
positiva a PNRSV y una linea de Maxma 14 (b) resulté positiva a CVA, siendo ambas
sometidas a termoterapia y cultivo de &pices meristematicos, ademas, en todos los controles
(TO) con resultados negativos fue posible detectar los virus, excepto en Regina que continud
entregando resultados negativos a todos los virus.
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DISCUSION

Ante una industria fruticola cada vez mas exigente y competitiva se vuelve esencial contar
con plantas de buena calidad, con caracteristicas genéticas y sanidad sobresalientes. Dentro
de las enfermedades los virus constituyen un grupo importante, debido a que no existe un
métodos para eliminarlos de las plantas y su principal via de diseminacion es mediante el
material de propagacion infectado (Herrera, 2014). Por lo tanto, el desarrollo de protocolos
de saneamiento de virus que utilicen las técnicas de termoterapia y cultivo de apices
meristematicos podria ser una herramienta efectiva para disponer de material de propagacion
libre de virus.

En este estudio, los resultados del anélisis de deteccion viral inicial mostraron la presencia
de PNRSV en todas las muestras de cerezos. PNRSV es un virus ampliamente distribuido
entre las especies del género Prunus. En viveros puede producir serias pérdidas cuando se
utiliza material vegetal de plantas infectadas, reduciendo la germinaciéon de la semilla y
disminuyendo la brotacion de yemas. En plantas adultas reduce el crecimiento (10% a 30%),
rendimiento (20% a 60%) y retrasa la madurez (Hammond, 2011). Prospecciones realizadas
en el pais mostraron que PNRSV es uno de los virus mas prevalentes en cerezos. Un estudio
realizado en 5 viveros de cerezos localizados en la zona central de pais, obtuvo una
prevalencia de 10,9% de PNRSV y 9% de PDV utilizando como método de deteccion la
prueba ELISA, pero es probable que los porcentajes hayan sido mayores si se hubiera
utilizado una técnica mas sensible en la deteccion (Herrera and Madariaga, 2002). Por otro
lado, un estudio realizado en huertos de carozos por Fiore et al. (2016), mostré una
prevalencia de 32,4% de PDV y un 29,7% de PNRSV en cerezos utilizado en la mayoria de
las muestras la hibridacion molecular como método de deteccién. La alta prevalencia de
PNRSV en cerezos, puede ser explicado por su amplia distribuciéon, facil diseminacion a
través de material de propagacion y semillas, donde la tasa de transmision por semillas
fluctla entre un 88,8% y 76,9% (Amari et al., 2009; Hammond, 2011).

Al momento de iniciar la propagacion del material infectado con virus, se observo que la
principal causa de muerte en las fases de establecimiento y de multiplicacion se debid a la
presencia de agentes bacterianos, especialmente endo6fitos. Estos organismos compiten con
los explantes por los nutrientes y componentes del medio de cultivo causando dafios directos
o indirectos (Leifert et al., 1994). La presencia de endofitos en los genotipos Regina (b) y
Colt (b) afectd negativamente el crecimiento y desarrollo de los explantes (en los primeros
dias se observo necrosis apical, y paulatinamente los explantes se tornaron color pardo y
murieron). Adicionalmente, para lograr una introduccion y establecimiento exitoso hay que
tener en consideracion la calidad del material de la planta donadora (Garcia-Gonzalez et al.,
2010). Para este estudio la calidad sanitaria del material vegetal inicial fue baja, debido a la
necesitad de seleccionar ramillas infectadas por virus para la comprobacion de la eficacia de
los tratamientos. La presencia de PNRSV, PDV y ACLSV en Colt (b) habria causado la
muerte de los explantes, debido al efecto sinérgico de estos tres virus y que se habria
evidenciado en la sintomatologia del material vegetal inicial (Caglayan et al., 2011;
Hammond, 2011; Pallas et al., 2012; Castro, 2020).
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En algunos casos, los analisis viroldgicos en pre-saneamiento realizados tanto en el material
inicial de propagacion como en los explantes in vitro, no fueron coincidentes; hubo explantes
sin detecciones y otros con detecciones de menos especies virales en relacion a las
encontradas en el material inicial, pese a que temperaturas cercanas a los 25°C y un activo
crecimiento de los explantes durante el cultivo in vitro favorezcan la replicacion viral (Hadidi
etal., 2011). Snir and Stein (1985) sugieren que aquellas fluctuaciones se pueden dar por una
distribucion irregular de los virus en los arboles, variando incluso dentro de una misma rama;
por consiguiente, existe la posibilidad de que algunas ramillas utilizadas como material de
introduccidn in vitro presentaran una distribucion viral erratica. En un estudio realizado por
Deogratias et al. (1989b), tres variedades de cerezos cultivados in vitro e infectados con
PNRSV y PDV, solo PNRSV y solo ACLSV, respectivamente, evidenciaron que la
utilizacion de medios ricos en citoquininas, junto con una multiplicacion intensiva, ayudarian
a reducir drasticamente la cargar viral y lograrian una putativa eliminacion de los virus, ya
que la tasa de division celular y sintesis proteica de la planta seria mayor que la de los virus.
Por estas razones se vuelve esencial contar con técnicas de deteccion con alta sensibilidad
para evitar la obtencion de resultados falsos negativos.

Diversas experiencias han reportado la obtencidn de plantas libres de virus en frutales de
carozos. La literatura menciona la combinacion de diversas técnicas de saneamiento, basadas
en el cultivo de tejidos vegetales in vitro en conjunto con termoterapia, crioterapia y/o
quimioterapia. (Gella and Errea, 1998; Manganaris et al., 2003; Laimer et al., 2006;
Koubouris et al., 2007; Paunovic et al., 2007; Dziedzic, 2008; Kiizan and Ondrusikova,
2009; Jakab-Ilyefalvi et al., 2012; Seker et al., 2015).

En este estudio, se evaluaron las técnicas de termoterapia, cultivo de &pices meristematicos
y la combinacion de ambas técnicas para la eliminacion de virus en dos portainjertos y una
variedad de cerezo. Al momento de evaluar la supervivencia de los explantes al término de
los tratamientos, la termoterapia obtuvo una mayor tasa de sobrevivencia que T2y T3, y las
diferencias entre estas ultimas técnicas fueron minima. Lo anterior, sugiere que el estrés
generado por la escision de apices de meristemas de una longitud de 0,1 - 0,2 mm, tamafio
mucho menor que los utilizados en los estudios de saneamiento de cerezos reportados en la
literatura, favorecio a la eliminacién de los virus pero provoco un mayor nimero de explantes
muertos, y que la seleccion de la temperatura y duracién del tratamiento logro asegurar una
tasa de sobrevivencia mayor. Varios estudios han reportado que las variaciones en las tasas
de sobrevivencia de los explantes sometidos a termoterapia y cultivo de apices
meristematicos se puede deber a los diferentes grados de resistencia de las especies y/o
genotipos a la alta temperatura, y la capacidad de regeneracion de los meristemas en el medio
de cultivo (Faccioli, 2001; Tan et al., 2010; Panattoni et al., 2013; Kazemi et al., 2020).
Deogratias et al. (1989a) evidenciaron que todos los explantes de cerezos ‘Noire de Meched’
infectados con ACLSV murieron al ser sometidos a un régimen térmico de 32-34°C por tres
semanas, no obstante, en el mismo experimento el 30% de explantes de cerezos ‘Van 2D’
infectados con PDV y PNRSV lograron sobrevivir y sanearse. Por otro lado, Cieslinska
(2007) indica que el 100% de los brotes de cerezo ‘Early Rivers’ infectados con PDV, el 80%
de Mpyrobalan infectados con PNRSV y ACLSV y el 66,7% de ciruelo ‘Empress’
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sobrevivieron al tratamiento térmico (36°C durante 4 semanas), pero solo en los dos ultimos
genotipos se obtuvieron clones libres de virus.

Cuando se evalud la eficiencia en la eliminacion de virus, Regina logr6 un alto nimero de
explantes libres de virus. Algunos autores reportan que infecciones con solo un virus son mas
faciles de eliminar (Knapp et al., 1995; Paprstein et al., 2008; Hu et al., 2015); por lo tanto,
se recomienda realizar una seleccion sanitaria previa al saneamiento, lo que aumentaria el
éxito en la eliminacion de los virus. Manganaris et al. (2003), lograron eliminar el 82, 4% de
PNRSV y PPV en nectarino var. Arm King aplicando termoterapia en macetas y posterior
escision de explantes de apices de meristematicos (1,3 — 2,0 mm). Por otro lado, Kfizan y
Ondrusikova (2009), también obtuvieron un alto porcentaje de éxito en el saneamiento del
durazno var. Leskora, eliminando PNRSV y PPV.

En la literatura no existen estudios sobre saneamiento de CVA y LChV-1. Pero si existen
estudios de saneamiento de Apple stem grooving virus (ASGV) que pertenece al género
Capillovirus al igual CVA y Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-3) que pertenece
a la familia Closteroviridae al igual que LChV-1. Hu et al. (2012), obtuvieron el 33,3 % de
explantes de peral var. Jinshui No 2 libres de ASGV y ACLSV al someter los explantes a 35
+ 0,5 °C por 40 dias y posterior escision de meristemas de 0,5 mm. Pero al combinar la
termoterapia, quimioterapia (25 pg mL™ ribavirina) y cultivo de apices meristematicos (1
mm) obtuvo una mayor tasa de regeneracion y eficiencia de saneamiento; la ribavirina
bloquea la replicacion al inhibir la sintesis de acidos nucleicos y a la ARN replicasa viral
(Quecini et al., 2006). Panattoni and Triolo (2010), lograron eliminar GLRaV-1y GLRaV-
3 con una eficiencia de eliminacion del 25,1% y un 24,7%, respectivamente, al someter los
explantes a 37 °C durante 48 dias. Pero al combinar el tratamiento térmico con ribavirina (15
ug mL) la eficiencia de eliminacion de GLRaV-3 aument6 considerablemente al 93,3% en
Vitis champini (Hu et al., 2020).

Muchos de los estudios anteriores utilizaron un solo cultivar o genotipo para la erradicacion
del virus. La respuesta especifica del genotipo a un virus es muy comun en los estudios de
erradicacion de virus, y un protocolo puede funcionar bien en un genotipo dado, pero fallar
completamente en otro. El desarrollo de protocolos aplicables a una amplia gama de
genotipos dentro de una especie facilitaria la aplicacion de la técnica, la produccion de plantas
libres de virus de distintos cultivares y la preservacion del germoplasma vegetal (Wang et
al., 2018).

La eleccion del método de deteccion viral cumple un rol esencial para evaluar la eficiencia
de los protocolos y técnicas de saneamiento. En la mayoria de los estudios anteriores, las
detecciones se realizaron mediante la prueba de ELISA (Gella and Errea, 1998; Laimer et
al., 2006; Cieslinska, 2007; Paunovic et al., 2007; Dziedzic 2008; K#izan and Ondrusikova,
2009; Seker et al., 2015). Debido a una menor sensibilidad, los porcentajes de plantas libres
de virus analizadas por ELISA tienden a ser mayores. En nuestro caso, a pesar de usar una
técnica muy sensible, también hubo falsos negativos en el primer analisis post tratamiento.
Basandose en estos datos, para garantizar el estado fitosanitario de las plantas regeneradas es
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muy importante escoger una técnica capaz de detectar cargas virales bajas y realizar analisis
virologicos cada afio una vez aclimatadas en sustrato solido.

Finalmente, en este estudio la combinacién de la termoterapia asociada al cultivo de apices
meristematicos (T3) ha demostrado ser un método sencillo y eficaz para la eliminacion de
virus en Colt, Maxma 14 y Regina propagados in vitro, incluso cuando se presentan
infecciones dobles y triples. La eficiencia en la eliminacion de los virus cuando se utiliza
estas técnicas esta relacionada con una correcta seleccion de la temperatura, duracion del
tratamiento y tamafio de los apices meristematicos (Faccioli, 2001; Wang and Valkonen,
2008; Tan et al., 2010; Panattoni et al., 2013). Ademas, hay que considerar la especie viral a
eliminar y el genotipo de la planta (Youssef et al., 2009; Hu et al., 2018). Otros factores que
influyen en la eficiencia son la capacidad y la experiencia del operador y las condiciones
experimentales, especialmente cuando se realiza la escision de los apices meristematicos (Hu
et al., 2020).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que la termoterapia asociada a cultivo de explantes de
apices meristematicos es un método eficaz y eficiente para la eliminacion de virus que
infectan a cerezos var. Regina y en los portainjertos Colt y Maxma 14. Ademas, el uso de
técnicas de deteccidn sensibles se vuelve esencial en apoyo al desarrollo de los protocolos de
saneamiento.

Se ha logrado la escision y regeneracion de apices meristematicos de una longitud de 0,1 —
0,2 mm, valores menores que los reportados en la literatura, lo que ha garantizado un mayor
éxito en el saneamiento.

Es importante aclimatar en sustrato sélido y volver a analizar periédicamente las plantas que
in vitro han resultado negativas a los virus, con la finalidad de asegurar el mantenimiento del
estado sanitario.
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ANEXO 1

Componentes de los medios de cultivos utilizados en la etapa de introduccion in vitro.

Driver & Kuniyuki, 1984

Murashige & Skoog, 1962

Macroelementos (g/L)

NHsNO3 1,4 1,65

K2SO4 1,560 -

KH2PO4 0,265 0,17

MgSO4 0,74 0,37
CaCl; x 2H20 150 0,432

Ca(NOs)2 x 4H20 1,970 -

KNO3 - 0,19

Microelementos (mg/L)

H3BOs 5 6,2
MnSO4 x H20 335 16,9
ZnS04 X 7TH20 17,0 8,6

NazMoO4 x 2H20 0,4 0,25
CuSO4 x 5H20 0,25 0,025
CoCl2 x 6H20 - 0,025

Kl - 0,83
Quelato de hierro (mg/L)

Na2-EDTA 50 37,3
FeSO4-x 7TH20 55 27,8
Secuestrene 100 -

Vitaminas (mg/L)

Piridoxina HCL 0,5 0,5
Tiamina HCL 1 0,1
Glicina 2 2

Acido Nicotinico 0,5 0,5
Myo-Inositol 100 100
Ac. Ascorbico 10 -

Ac. Citrico 10 -
Reguladores de
crecimiento (mg/L)
BAP 0,6 0,5
ANA 0,01 0,01
Otros (g/L)
Sacarosa 30 20
Agar 7 7
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ANEXO 2

Componentes de los medios de cultivos utilizados en la etapa de multiplicacion in vitro.

Driver & Kuniyuki, 1984

Murashige & Skoog, 1962

Macroelementos (g/L)
NHsNO3

1,4 1,65

K2S04 1,560 -

KH2PO4 0,265 0,17

MgSOg4 0,74 0,37
CaCl, x 2H20 150 0,432

Ca(NO3)2 x 4H20 1,970 -

KNO3 - 0,19

Microelementos (mg/L)

HsBO3 5 6,2
MnSO4 x H20 33,5 16,9
ZnS0O4 x 7TH20 17,0 8,6

Na:MoO4 x 2H.0 0,4 0,25
CuS0O4 x 5H,0 0,25 0,025
CoCl2 x 6H20 - 0,025

Kl - 0,83
Quelato de hierro (mg/L)

Na2-EDTA 50 37,3
FeSO4-x 7TH20 55 27,8
Secuestrene 100 -

Vitaminas (mg/L)

Piridoxina HCL 0,5 0,5
Tiamina HCL 1 0,1
Glicina 2 2

Acido Nicotinico 0,5 0,5
Myo-Inositol 100 100
Ac. Ascorbico 10 -

Ac. Citrico 10 -
Reguladores de
crecimiento (mg/L)

BAP 0,6 0,5

ANA 0,01 0,01

AGs 0,1 0,1

Otros (g/L)
Sacarosa 30 20

Agar 7 7
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ANEXO 3

Componentes de los medios de cultivos utilizados para el cultivo de &pices meristematicos.

Druart, 2013

Macroelementos (g/L)

NHsNO3 0,825
KH2PO4 0,082
MgSO4 x 7 H20 0,185
CaClz x 2 H20 0,22
KNOs 0,925
Microelementos (mg/L)
H3BOs3 10
MnSQOas x 4 H20 25
ZnS0O4 x 7 H20 10
NazMoO4 x 2H.0 0,25
CuS0O4 x 5H,O 0,025
Quelato de hierro (mg/L)
Na2-EDTA 37,3
FeSO4-x 7TH20 27,8
Vitaminas (mg/L)
Tiamina HCL 1
Pantotenato Ca 0,5
Biotina 0,1
Myo-Inositol 500
Rivoflavina 0,1
Ac. 4 aminobenzoico 1
Ac. Nicotinico 1
Ac. Fdlico 0,01
Reguladores de crecimiento (mg/L)
BAP 1
AG3 0,1
ANA 0,01
Otros (g/L)
Caseina hidrolizada 0,1
Sacarosa 20

Agar 7
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APENDICE I

Analisis virologico mediante RT-PCR de los explantes in vitro seleccionados para conformar
las lineas madres y numero de explantes obtenidos luego su multiplicacion (solo aquellas

lineas que con detecciones mas uniformes).

N° de N° de N° de
Genotipo | Linea Virus explante al 1° | explante al 2° | explante al 3°
repique repique repique
1 CVA 3 7 9
2 CVA 3 9 14
3 CVA 3 5 7
4 CVA, PNRSV 1 - -
5 CVA 5 4 5
6 CVA, PNRSV 1 - -
7 CVA 2 2 8
Maxma 14 8 CVA 2 3 3
(@* 9 CVA 2 0 0
10 CVA 3 2 2
11 CVA 2 3 0
12 CVA 2 2 5
13 CVA 1 1 4
14 CVA 3 2 4
15 CVA 1 0 0
16 CVA 2 2 4
Total 32 39 69
" Para Maxma 14 (a) se seleccionaron aquellas lineas positivas a CVA.
N° de N° de N° de N° de
. . . explantes | explantes | explantes | explantes
Genotipo | Linea Virus 2I 10 gl 20 gl 30 gl 40
repique repique repique repique
PNRSV, CVA,
1 LChV-1 1 3 2 1
PNRSV, CVA,
2 LChV-1 1 4 10 15
Maxma 14 PNRSV, CVA,
(b)’ 3 LChV-1 1 4 6 10
PNRSV, CVA,
4 LChV-1 1 10 17 20
PNRSV, CVA,
5 LChV-1 1 9 13 19
Total 5 30 48 65

*
Para Maxma 14 (b) se seleccionaron aquellas lineas positivas a PNRSV, CVA y LChV-1.
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N° de N° de N° de N° de
. . . explantes | explantes | explantes | explantes
Genotipo | Linea Virus gl 10 ZI 20 ZI 30 gl 40
repique repique repique repique
1 PNRSV, CVA 2 5 2 8
2 PNRSV, CVA 1 3 10 18
3 PNRSV, CVA 4 3 2 7
4 PNRSV, CVA 2 4 5 11
5 PNRSV 2 - - -
6 PNRSV, CVA 1 1 0 0
. 7 PNRSV, CVA 2 - - -
Colt@ 5 T PNRSV, CVA 2 6 1 1
9 PNRSV, CVA 1 2 4 2
10 PNRSV, CVA 1 1 1 0
11 PNRSV, CVA 1 1 2 0
12 PNRSV, CVA 1 2 9 14
13 PNRSV, CVA 4 6 6 1
14 PNRSV, CVA 3 3 0 1
Total 27 37 42 63
) Para Colt (a) se seleccionaron aquellas lineas positivas a PNRSV y CVA.
N° de N° de N° de N° de
Genotipo | Linea Virus explantesal | explantesal | explantesal | explantes al
1° repique 2° repique 3° repique 4° repique
1 NEG 3 - - -
2 PNRSV 1 8 12 17
3 PNRSV 2 4 12 15
4 NEG 4 - - -
5 NEG 2 - - -
6 PNRSV 2 5 8 14
7 NEG 2 - - -
Regina” 8 NEG 3 - - -
9 NEG 3 - - -
10 NEG 4 - - -
11 NEG 3 - - -
12 NEG 6 - - -
13 PNRSV 3 6 10 16
14 NEG 3 - - -
15 NEG 3 - - -
16 NEG 1 - - -
Total 50 23 42 62

*
Para Regina (a) se seleccionaron aquellas lineas positivas a PNRSV.
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APENDICE II

Porcentajes de explantes saneados, con infecciones triples, dobles y simples, y sin analizar debido a que murieron durante el proceso de
saneamiento.

Termoterapia (T1)
_ + +CVA
sin. PNRSV + CVA,7 Jof/ PNRSV 13% + PNRSV
+ PNRSV : analisis +CVA ’ + 13%
67% T, 20% 20% L Sin PNRSV, . ]
N\, analisis +CVA e +CVA, +
\ ) 13% 20% S 22\ LChv-1
2! A i R U7
RNy Saneadas -| Saneadas T
= SR 6% 7% o
-/ Saneadas 1 H/ Sin .
Y 13% 4 an%ﬁsis Saneadas \z} sin
(0] 7% g
¥CVA ° analisis
+PNRSV 73% 40%
Regina (a) Colt(a) 27% Maxma (a) Maxma (b)
Cultivo de explantes de apices meristematicos (T2)
Saneadas
. - . Saneadas
Sin analisis Saneada Saneadas sin 7% +CVA, +PNRSV 704
47% = ~— -} analisis < T 7% = -
- 33% (- +PNRSV, + N—-
. St — LChV-1 =
20% i \ NS,
+PNRSV |- s
il 6%
+CVA
/+ PNRSV /Sin analisis 6% N
SEEsi S 7% 93%
+Pcl:\l\ég\'/+ Sin andlisis
. 67%
Regina () Colt(a) "7 Maxma (a) Maxma (b) °
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Termoterapia asociada a cultivo de explantes de apices meristematicos (T3)

Sin + PNRSV,+ CVA i . + PNRSV, +
analisis 794 Sin analisis Saneadas CVA
80% 13% 6%
47% - T Sin - = p = Saneadas
+ C(YA analisis E + CE)VA A 21%
Saneadas 207 \ 33% - 7%
40% : ~— e
:‘:‘ e X i',
" ~y/ /
_____ —7"Saneadas -
40% in analisis

+ PNRSV

Regina (a)  13% Colt (a) Maxma (@) Maxma (b)



