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RESUMEN

Se han detectado bajas de rendimiento en huertos jovenes de duraznero conservero
(Prunus persica (L.) Batsch) en las Regiones de Valparaiso, Metropolitana y
O’Higgins. Las sintomatologias observadas en los huertos en estudio se pudieron
asociar a la presencia de PNRSV y PDV en la variedad Dr. Davis y a infecciones de
PNRSV, PDV y PLMVd en la variedad Hesse mediante andlisis RT-PCR hechos en
octubre, marzo 2018 y en lineas propagadas in vitro provenientes del material
colectado en campo. Los sintomas en la variedad Carson no pudieron ser asociados a
ninguno de los virus ni viroides considerados en los analisis.

Con el objetivo de evaluar técnicas de saneamiento, se elabor6 un protocolo de
propagacion in vitro, donde DKW result6 el mejor medio de cultivo para la fase de
introduccién. Para multiplicacion, elongacion y aplicacion de las técnicas de
saneamiento, el medio MS modificado fue exitoso para las variedades en estudio. La
presencia de infecciones mixtas afectd considerablemente el desarrollo y
multiplicacién de las lineas, al igual que la sobrevivencia de las plantas después de los
tratamientos.

Se utilizaron tres técnicas de saneamiento: Explante de apice caulinar, termoterapia y
la combinacion de ambas. PDV no se pudo eliminar con ninguno de los tratamientos.
La termoterapia a 37°C no fue efectiva para PLMVd, el cual si se elimind con
explante de apice caulinar y tratamiento mixto. PNRSV se pudo eliminar con todos
los tratamientos, pero también en las plantas control (sin tratamiento) debido a los
reiterados repiques in vitro del material vegetal.

ABSTRACT

Low vyields have been detected in young orchards of canned peach (Prunus persica
(L.) Batsch) from regions of Valparaiso, Metropolitana and O'Higgins, Chile.
Symptoms present in orchards under study, could be associated with presence of
PNRSV and PDV in cultivar Dr. Davis and PNRSV, PDV and PLMVd in Hesse
cultivar by RT-PCR analysis done in October, March 2018, and in in vitro propagated
lines from buds collected in field. Symptoms of the Carson variety could not be
associated with any of the viruses and viroids considered in the analysis.

An in vitro propagation protocol was developed, for evaluating sanitation techniques.
DKW-based medium was the best for introduction step. For multiplication, elongation
and application of sanitation techniques, modifications of MS medium were
successful for the varieties under study. Presence of mixed infections, significantly
affected the development and multiplication of lines as well as plant’s survival after
treatments.

Three sanitation techniques were performed: Shoot tips, thermotherapy and the
combination of both. PDV could not be eliminated with any treatment.
Thermotherapy at 37°C was not effective for PLMVd sanitation, which was
eliminated with shoot tip and mixed treatment. PNRSV could be eliminated with all
treatments, but also in the control plants (without treatment) due to the repeated
propagation steps in vitro of the plant material.



INTRODUCCION

A nivel mundial, el primer productor de durazno conservero (Prunus pérsica (L.)
Batsch) es China, destinando su produccion principalmente al mercado interno, por lo
que se posiciona como el segundo exportador mas importante detras de Grecia; en el
tercer lugar se ubica Chile, sequido de Sudafrica. En California se concentra la
produccion de Estados Unidos donde, en linea con la tendencia mundial, quedan 3 de
las 42 industrias conserveras gque existian en 1952. La superficie se redujo un 40% al
afio 2017, pasando de ser un exportador importante a disputar el puesto de principal
importador, por lo que su industria se enfoca mas que nada a abastecer el mercado
local (Silva, 2011).

El comercio internacional del durazno conservero se limita a la produccién de pulpas
y conservas, ya que por su mala postcosecha y pardeamiento en frio, no es posible
exportarlo como fruta fresca (Ojer, 2010). La baja en los precios de las pulpas y la
estabilidad en las conservas en los Ultimos 10 afios, han transformado estos productos
en negocios cada vez mas competitivos y menos rentables (ODEPA, 2018).

La densificacion de huertos, desarrollo de nuevas variedades y manejos agronémico
mas eficientes, han hecho posible obtener rendimientos sostenidos sobre las 55
toneladas por ha. luego del cuarto afio desde la plantacion. Sin embargo, se han
registrado bajas inesperadas de rendimiento y calidad de fruta en huertos jovenes, de
algunas variedades como Hesse, Carson, Dr. Davis, Ross Peach, entre otras; en
diferentes localidades durazneras de Chile (Aconcagua Foods, 2018), con plantas que
expresan sintomas similares a los descritos para virus y viroides en duraznero y otras
especies del género Prunus. Algunos de estos sintomas son: aborto de yemas florales,
ramillas y cargadores de escasa o nula brotacion, desuniformidad de los estados
fenoldgicos, calicos y anillos cloréticos en hojas especialmente en primavera y fines
del verano, deformaciones en la corteza, entre otros. Sin embargo, los sintomas
dependen de muchos factores, como la variedad, interaccion con otros
microorganismos y componentes abioticos, siendo dificil su interpretacion y
asociacion directa a virus y viroides (Herrera, 2001; Jelkmann, 2004; Kapoor et al.,
2018).

Los virus y viroides que afectan a los frutales de carozo se encuentran ampliamente
distribuidos a nivel mundial. Dentro de los virus que afectan al duraznero los méas
mencionados en la literatura son: Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Plum pox
virus (PPV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV) y
Apple mosaic virus (ApMV) y para el caso de viroides, Peach latent mosaic viroid
(PLMVd) y Hop stunt viroid (HSVd) (Hadidi et al., 2011).

Estos agentes infecciosos han sido reportados con diferente prevalencia en regiones
donde se producen frutales de carozo como China, Estados Unidos, Europa y Chile,
causando considerables pérdidas (Mandic et al., 2008; Yu et al., 2013; Fiore et al.,
2016). Dentro de las técnicas de deteccidon para estos agentes se encuentran DASI-
ELISA, hibridacion molecular no radioactiva (HM) y RT-PCR, resultando ser esta
Gltima, la con mayor sensibilidad (Fiore et al., 2010; Herrera, 2013).

La necesidad de obtener plantas libres de virus ha sido una prioridad para el
mejoramiento de frutales en distintos paises productores, pero el exito en la
combinacion de técnicas de saneamiento depende en gran medida de la especie de
planta y el tipo de virus o viroide, principalmente debido a las diferentes
caracteristicas estructurales y biolégicas que tienen ambos (Ben Mahmoud et al.,
2017).



Para los estudios de saneamiento de plantas, siempre se considera en alguna etapa la
propagacion in vitro, donde el factor mas determinante es el medio de cultivo a
utilizar. Algunos de los descritos en la literatura son: Knudson (1946), MS
(Murashige y Skoog, 1962), WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd y McCown, 1980),
KM8p (Kao y Michayluk, 1982) y DKW (Driver-Kuniyuki Walnut) (George et al.,
2008). Estos medios se diferencian principalmente en las concentraciones y el origen
de macro y microelementos. El tipo de vitaminas a utilizar y la proporcion de
fitohormonas, dependen mas del tipo de tejido a propagar (Martinez et al., 2015).
Diversas experiencias se han reportado para obtener plantas libres de virus, dentro de
estos procedimientos, se encuentran el explante de meristemas, la microinjertacion y
la embriogénesis somatica. Complementario a lo anterior, la literatura menciona las
técnicas de termoterapia, quimioterapia, electroterapia y crioterapia, cada cual con sus
posibilidades y limitantes (Ben Mahmoud et al., 2017).

La termoterapia junto con el cultivo de meristemas, han sido las de mayores
porcentajes de éxito en frutales. La termoterapia con mayor efectividad sobre virus
que se mueven preferencialmente por parénquima, mientras que el explante de
meristema es mas efectivo con virus gue colonizan el floema (Panattoni et al., 2013).
El explante de meristema ha sido una efectiva técnica para eliminar agentes virales en
duraznero, dependiendo en gran medida del tamafio del meristema (0,3 - 0,8 mm),
también influye el patdgeno y la variedad (Faggioli y Barba 2008). La quimioterapia
ha sido un buen complemento para otros tratamientos, pero por si sola, ha resultado
ser fitotoxica a las dosis de control, ademas que a algunos antivirales se le han
atribuido alteraciones mutagénicas (Skiada et al., 2013). Para la eliminacion de
viroides como PLMVd y HSVd, tratamientos con baja temperatura, en un periodo de
30 dias a 4°C, han mostrado ser mas efectivos a diferencia de la termoterapia. La
exposicion a bajas temperaturas, complementado con quimioterapia aplicando de 10 a
20 mg/L de Virazole y posterior cultivo de &pice caulinar resultaron ser la mejor
combinacion para eliminar HSVd en durazneros y perales, logrando un 40% de
plantas libres del viroide, con un 75% de sobrevivencia (ElI-Dougdoug et al., 2010).
Sin embargo, Conejero et al. (2013), obtuvieron cerca de un 100% de plantas libres de
ACLSV y PNRSV, mediante la técnica de microinjertacion en ciruelo japonés
(Prunus salicina Lindl.), pero en duraznero, PLMVd solo se logrd eliminar en un
14,3% cuando se hizo en Nemaguard, mientras que en un 100% para GF677, hibrido
entre duraznero y almendro, demostrandose una clara influencia del portainjerto en el
porcentaje de éxito del saneamiento.

Otra técnica recientemente utilizada es la crioterapia, que ha resultado ser maés
eficiente que el explante de meristema, ya que necesita un crecimiento de mayor
longitud. Esta consiste en aplicar nitrégeno liquido durante intervalos cortos y una
posterior aclimatacion, la eliminacion de los agentes virales se basa en que debiera
sobrevivir solo células indiferenciadas del domo apical. Ha sido efectiva para eliminar
PPV en damasco; ACLSV, ASPV, ASGV y ApMV en manzanos y GVA en vides
(Wang et al., 2018).

Para evaluar la eficacia de estas técnicas, es importante la eleccion de los métodos de
analisis, ya que algunos resultan ser de menor sensibilidad como ELISA y otros de
elevado costo como RT-PCR (Cieslinska, 2007).

En Chile, solo se ha publicado un trabajo de obtencién de plantas frutales libres de
virus por Infante y Fiore (2009), quienes lograron obtener un 80% de plantas libres de
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) Red Globe strain, en vides de la
variedad Red Globe, mediante termoterapia in vivo por 40 dias y posterior cultivo in



vitro de apices caulinares. Sin embargo, no se registran estudios en duraznero
CONServero ni otros carozos.

Con los antecedentes expuestos, se propone la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS

Se obtienen variedades de duraznero conservero libres de virus y viroides, mediante
termoterapia asociada a crecimiento in vitro de &pices caulinares.

OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener plantas libres de virus y viroides en variedades de duraznero conservero a
partir de material infectado.

Objetivos especificos

Desarrollar un protocolo de propagacion in vitro para variedades de duraznero
conservero.

Establecer un protocolo de saneamiento para la obtencién de variedades de duraznero
conservero libres de virus y viroides.



MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion del estudio

El estudio constd de dos etapas, la primera fue la deteccion de virus y viroides
presentes en plantas jovenes de duraznero conservero, que registraban bajas
inesperadas en su produccién y sintomatologias asociadas. Mientras que la segunda,
se enmarco en la elaboracion de un protocolo de propagacion in vitro para variedades
de duraznero conservero y la obtencidn de plantas libres de los agentes detectados,
mediante tres procedimientos de saneamiento. La investigacion se realiz6 en el
laboratorio de Fitovirologia de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad de Chile (33°34'08,0"S 70°38'00,9"0) durante los afios 2018 y 2019. El
material vegetal se colectd en las provincias de San Felipe y Los Andes, Valle del
Aconcagua, Region de Valparaiso, Chile.

2. Material biolégico utilizado y sintomas observados

Se marcaron 4 plantas sintomaticas de tres huertos productivos en febrero 2018, todas
sobre portainjerto Nemaguard (Prunus persica x Prunus davidiana), que presentaban
sintomatologias asociadas a los principales virus y viroides detectados en Prunus spp.
en la zona central de Chile.

Huerto 1. Quebrada Herrera, San Felipe, Valparaiso. (32°42'3,6"S 70°44'45,6"0)
Variedad Hesse.

Afio de plantacion 2014.

Distancia de plantacion 3,5 x 4,5 m.

Sintomas observados: Aborto de yemas florales y muerte de vegetativas, sectores de
nula brotacion, brotes arrosetados, escasa diferenciacion floral, ramillas con
entrenudos cortos, mosaicos, anillos clordticos y célicos, mas notorio en primavera y
verano respectivamente, calibres desuniformes (apéndice I).

Huerto 2. El Tartaro, Putaendo, Valparaiso. (32°32'56,4"S 70°41'2,39"0)

Variedad Carson.

Ao de plantacion 2015.

Distancia de plantacion 3 x 5 m.

Sintomas observados: Resquebrajamientos de corteza en tejido lignificado,
deformaciones y aplanamiento de brazos, deshidratacion de los sectores
comprometidos, clorosis generalizada, exudacion de goma por lenticelas vy
pardeamiento bajo la corteza, los sintomas muestran avance en el verano (apéndice I).

Huerto 3. Calle Larga, Los Andes, Valparaiso. (32°51'21,6"S 70°37'47,99"0)
Variedad Dr. Davis.

Afio de plantacion 2014,

Distancia de plantacion 4 x 5 m.

Sintomas observados: Irregularidades en la corteza, fruta atrofiada y deforme, aborto
de frutos y muerte de yemas vegetativas, madurez desuniforme dentro del fruto y la
planta, bajos porcentajes de cuaja, primeros nudos arrosetados con hojas pequefias
(apéndice I).



3. Disefio experimental y tratamientos de saneamiento

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado con 3 tratamientos y 15 repeticiones
por tratamiento. Como el movimiento y replicacion de los virus y viroides ocurre de
forma errética en las plantas, no se tenia la certeza de que las lineas propagadas
tuvieran las mismas combinaciones de virus y viroides que se detectaron en los
arboles adultos, por lo que se efectud una preseleccion del material para ser sometido
a los tratamientos. Se eligieron 15 lineas madres por variedad para ser analizadas, una
vez verificada la presencia de los patdgenos, se multiplicaron las lineas sobrevivientes
para aplicar las técnicas de saneamiento y evaluar por variedad y combinacién de
virus o viroide. Las lineas positivas se sometieron a los tratamientos. La unidad
experimental fue la planta.

Para contar con un control, se analizaron 6 plantas por variedad a las cuales no se les
aplico ningun tratamiento, con el fin de descartar la eliminacion de los patégenos solo
por efecto de los reiterados repiques.

Tratamiento 1: Termoterapia

Plantas con 7 dias desde el cambio de medio, con longitud sobre los 3 cm, se
incubaron en camara de termoterapia a 37°C, con un fotoperiodo de 18/6 por 28 dias.
A los 14 dias de iniciado el tratamiento se les cambi6 el medio de cultivo, para esta
etapa se utilizo el mismo tipo de medio empleado para la multiplicacion y elongacion.
Transcurridos los 28 dias, se les cambié de medio y se pusieron nuevamente en la
camara de crecimiento a 25°C por 15 dias. Luego el nuevo eje apical, con una
longitud superior a 0,5 cm, se colocd en medio de cultivo recién preparado.

Tratamiento 2: Explante de &pice caulinar

Luego de 15 dias en camara de crecimiento a 25°C, con un fotoperiodo de 18/6, se
cortd un &pice caulinar de 0,5 a 1 mm de longitud, para su introduccién en medio de
cultivo detallado en el Apéndice Il. El resto de la planta se repicé a medio de
multiplicacion para seguir propagando las lineas.

Tratamiento 3: Termoterapia y posterior explante de apice caulinar

Las plantas in vitro se pusieron en cdmara de termoterapia donde se sometieron a una
temperatura de 37°C, con un fotoperiodo de 18/6 por 28 dias. A los 14 dias se
cambiaron de medio de cultivo. Finalizada la termoterapia se cambiaron de medio y
se pusieron en la camara de crecimiento por 15 dias. Luego se rescato el nuevo eje
apical, con una longitud entre 0,5 y 1mm, para su introduccion en medio de cultivo
para apices.

4. Manejo del Experimento
4.1 Deteccion de virus y viroides

Se tomaron muestras de hojas y ramillas en los meses de marzo y octubre del 2018, de
sectores de la planta que manifestaban sintomas, o de brotes que provenian de
cargadores que presentaban las sintomatologias asociadas. Las muestras se
trasladaron al laboratorio el mismo dia de su colecta en bolsas plasticas a una
temperatura de 4°C.
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4.1.1 Extraccion de Acidos Nucleicos Totales (TNA)

La extraccion de acidos nucleicos se realiz6 mediante el método de MacKenzie et al.
(1997) Extraccion de Acidos Nucleicos Totales (TNA) con silica. Ya que los virus y
viroides estan compuestos en su mayoria por RNA, se hizo necesario realizar
transformacion a DNA complementario (cDNA).

4.1.2 Obtencion de cDNA

Una vez obtenido el TNA, se agrego6 5ulL de cada extracto en una solucion de 0,5uL
de Random primers (Roche, Basel, Switzerland) y 9,5uL de H>O bidestilada estéril
diethyl pyrocarbonatada (DPC) para ser desnaturados a 95°C durante 5 min.
Posteriormente fueron retrotranscritos con Moloney murine leukaemia virus
retrotranscriptasa (M-MLV RT; Promega, Madison, Wisconsin, USA), el cDNA
obtenido se conservo a 4°C.

4.1.3 PCRy electroforesis

Para la amplificacion se utilizaron 2 pL de ADNc y 28 uL de mix de amplificacion
compuesto por 1 uL d-NTP (desoxirribonucleétidos trifosfato), 1 pL de cada partidor,
1,5 pL MgCly, 0,2 pL Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 3 uL de
buffer y 21 pL agua esterilizada. EI programa PCR fue especifico para cada virus y
viroide estudiado. Los productos de amplificacion se separaron con electroforesis en
gel de agarosa al 1,2% méas 80 ppm. de bromuro de etidio para su posterior
visualizacion con luz ultravioleta, la camara de electroforesis funcioné con 500
amperes y 120 voltios, durante 20 minutos. Bandas positivas para los agentes en
estudio se pueden observar en el apéndice I1I.

La deteccidn se realizo para los siguientes virus y viroide: PLMVd, PNRSV, PDV,
PPV, ACLSV, ApMV, Little cherry virus 1 (LChV-1), Nectarine stem pitting-
associated virus (NSPaV), Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV) y Plum bark
necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV). Los partidores utilizados se
encuentran detallados en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Partidores utilizados.

Nombre Producto de Tamario
Patdgeno - Secuencia partidor (5" - 3") e, Referencia producto de
partidor amplificacién e
amplificacién
PLMVd VP 579-PLMVd CTGGATCACACCCCCCTCGGAACCAACCGCT Genoma Pallas (no 350 b
VP 580-PLMVd TGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTG completo publicado) P
C537 ACGCGCAAAAGTGTCGAAATCTAAA -
PNRSV cp MacKenzie et al., 455 bp
H83 TGGTCCCACTCAGAGCTCAACAAAG 1997
PDVR2 CTCTCTTGGGCATCGAGTGT Laboratorio
PDV CP/3'UTR Fitovirologia (no 451 bp
PDVF2 TCGAAGTCTATTTCCGAGTGG publicado)
P1 ACCGAGACCACTACACTCCC
PPV cp Wetzel et al., 243 bp
P2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA 1991
ApCLCP1 GATCAGAAGGCGGAGGATGG _Laboratorio
ACLSV CP Fitovirologia (no 599 bp
ApCLCP2 CTAAATGCAAAGATCAGTTGYAACA publicado)
ApMCP1 ATGGTCTGCAAGTACTGTGGTC
ApMV* ApMV-1R GCGGCGAAATTCGTCTTAAACT _
CP Fiore et al., 2016 286 bp
ApMCP2 CACGAAGTCATCAAAAGTTGTG
ApMV-1F AGAAGTGACTGCCACGGTTGAAG
LCV-H90-F TCAACCCACTGTAATGGATAAATG ) _
LChV-1 HSP90-like Fiore etal., 2018 204 bp
LCV-H90-R TCACTTTATGTGGGTTTCATCAAAT
NSPaVF AGACTAAAATTCAATGAAAAGA
NSPaV RdARP Bag et al., 2015 450 bp
NSPaVR TTTCACAAATGATAACACAAT
DetCNR-F TCCCACCTCAAGTCCTAGCAGAGA Fiore and
CNRMV cP 333 bp
DetCNR-R TCATTGCTAATTGCAAAATCCCA Zamorano, 2013
PBN-RdRp-F CTTATTATTGTGCTGAAGTTGATCT
PBNSPaV P RdRp Zamorano etal., 350 bp
PBN-RdRp-R TGGAAAAGTATTGAGTCATCACC 2017

* Deteccion a través de nested-PCR.

4.2 Obtencion de plantas in vitro

4.2.1 Colecta de material vegetal a propagar

Durante el mes de junio del 2018 (receso vegetativo de las plantas), se colectaron
ramillas que se colocaron en bolsas de plastico con papel humidificado con solucién
fungicida (Captan 15g/L y Benomilo 0,6 g/L). Las bolsas se guardaron a 4°C para
estratificacién con frio por 30 dias, luego se pusieron en camara de crecimiento a
25°C y fotoperiodo 18/6 luz/oscuridad para favorecer la brotacion. Para la
introduccién del material de septiembre, octubre y noviembre del 2018, se colectaron
ramillas con brotes, los cuales fueron puestos en agua al interior de un cooler para
evitar su deshidratacion. Para el material colectado en marzo y abril 2018 y en marzo
del 2019, se utilizaron ramillas con yemas ya diferenciadas.

4.2.2 Protocolo de desinfeccion

Los brotes sin hojas se lavaron con abundante detergente comercial enjuagandolos
con agua corriente. Una vez trozados en entrenudos, se colocaron en agua con
detergente antibacteriano al 1 % y se agitaron durante 20 minutos, al final se
enjuagaron de nuevo con agua destilada estéril. Posteriormente se sumergieron en una
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solucion antifungica (Captan 15¢g/L y Benomilo 0,6 g/L), agitandolos durante 15
minutos. Luego de eso se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se pusieron
en etanol al 70% durante 1 minutos y se volvieron nuevamente a enjuagar tres veces
con agua destilada estéril. Se hizo un ultimo tratamiento con hipoclorito de sodio al
1%, en agitacion durante 10 minutos, al final del cual se realizaron tres enjuagues en
agua esteril bajo camara de flujo laminar.

4.2.3 Medios de cultivo

Para la eleccién de los medios de cultivos més adecuados para las diferentes etapas, se
probaron distintas composiciones, utilizando como base los medios 1A, DKW, MS y
AP (Ainsley et al., 2000), junto con variaciones de vitaminas, hormonas y otros
aditivos cuya composicion se encuentra detallada en el apéndice I1.

Introduccion de nudos

Como medio de introduccion se probaron el 1Ay el DKW, se introdujo un nudo por
tubo, manteniéndose durante 28 dias en la cAmara de crecimiento, para su posterior
repique.

Multiplicacién y elongacion

Para estas dos etapas, que ocurrieron simultaneamente, se hicieron pruebas con los
medios MS, DKW y AP. Porciones de tejidos nuevos de las plantas se traspasaron al
nuevo medio de cultivo, realizando un corte limpio sacando excesos de hojas en la
base. Se cambiaron de medio cada 15 dias, multiplicAndose a medida que producian
brotes laterales o en su defecto, se cortaron por la mitad, siempre y cuando tuvieran
sobre 1 cm de longitud.

Apices caulinares

Debido a que los &pices son mas sensibles al exceso de sales, para introduccion de
éstos se utiliz6 el medio MS a mitad de la concentracion y con leves modificaciones
detalladas en la seccion de apéndices.

Para el desarrollo de las plantas in vitro se utilizé una camara de crecimiento a una
temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 18/6 (Martinez et al., 2015), con
lamparas fluorescentes, con una intensidad luminosa de 40 pmol m2 s,

5. Variables a medidas

Las nuevas plantas con una altura superior a 3 cm, se analizaron con RT-PCR para la
deteccidn de los virus y viroides en estudio. A través del resultado de los analisis se
determind el porcentaje de plantas saneadas, en comparacion con las lineas positivas.
Se compar0 por combinacion de virus y viroides eliminados en relacion a la variedad.

6. Analisis estadistico

No se realizo analisis estadistico, en cuanto solo interesaba saber si se logro o no el
saneamiento de las plantas.
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RESULTADOS

1. Deteccion de virus y viroides en huerto

Las detecciones en las muestras colectadas en campo, en otofio y primavera 2018, se
muestran en los Cuadros 2 y 3. La variedad Carson no present6 detecciones positivas
en ninguna de las fechas de analisis, por lo que no se pudo asociar las sintomatologias
descritas a la presencia de los virus y viroides analizados. Las variedades Hesse y Dr.
Davis presentaron detecciones positivas con RT-PCR en todas las muestras analizadas
en octubre, no asi en marzo donde hubo detecciones solo en 2 plantas de la variedad
Hesse.

Cuadro 2. Analisis RT-PCR, material colectado en marzo 2018.

PLMVd PDV  ACLSV__CNRMV PNRSV NSPaV  PBNSPaV PPV LChV-1 ApMV

Hesse 1 - - - - - - - - - -
Hesse 2 + - - - - - - - - -
Hesse 3 - - - - + - - - - -
Hesse 4 - - - - - - - - - -
Carson 1 - - - - - - - - - -
Carson 2 - - - - - - - - - -
Carson 3 - - - - - - - - - -
Carson 4 - - - - - - - - - -
Dr. Davis 1 - - - - - - - - - -
Dr. Davis 2 - - - - - - - - - -
Dr. Davis 3 - - - - - - - - - -
Dr. Davis 4 - - - - - - - - - -

Cuadro 3. Andlisis RT-PCR, material colectado en octubre 2018.

PLMVd PDV ACLSV CNRMV PNRSV NSPaV  PBNSPaV PPV LChV-1 ApMV

Hesse 1 - - - - + - - - - -
Hesse 2 + - - - + - - - - -
Hesse 3 - - - - + - - - - -
Hesse 4 + - - - + - - - - -
Carson 1 - - - - - - - - - -
Carson 2 - - - - - - - - - -
Carson 3 - - - - - - - - - -
Carson 4 - - - - - - - - - -
Dr. Davis 1 -
Dr. Davis 2 -
Dr. Davis 3 -
Dr. Davis 4 -

+ o+ o+ o+
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2. Propagacion de plantas in vitro

Epoca de introduccion de nudos

Con el protocolo de desinfeccion utilizado, no hubo contaminaciones en las
introducciones hechas en marzo, abril, octubre y noviembre del 2018 y en marzo del
2019, a diferencia de las que se hicieron en agosto y septiembre 2018 donde se
contaminaron en un 100%. Respecto al prendimiento de yemas, las colectadas en
octubre y noviembre del 2018 mostraron porcentajes superiores a las colectadas en
marzo y abril 2018 y en marzo 2019, como se sefiala en los Cuadros 4 y 5.

Cuadro 4. Prendimiento de yemas introducidas y crecimiento de brotes en medio de

cultivo 1A.
Introduccion del 19 de marzo 2018
N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia
introducidas al 2 de abril 2018 (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 1 14 5 36 0,4
Hesse 2 14 7 50 0,2
Carson 1 14 4 29 0,4
Carson 2 14 6 43 0,3

Introduccion del 2 de abril 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia
introducidas al 7 de mayo (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 3 14 3 21 0,3
Hesse 4 14 5 36 0,5
Carson 3 14 3 21 04
Carson 4 14 4 29 0,3
Dr. Davis 1 14 5 36 0,3
Dr. Davis 2 14 2 14 0,2

Introduccién del 30 de agosto 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia
introducidas al 21 de septiembre (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 1 14 0 0 0
Hesse 2 14 0 0 0
Carson 1 14 0 0 0
Carson 2 14 0 0 0

Introduccién del 21 de septiembre 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia

introducidas al 10 de octubre (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 3 14 0 0 0
Hesse 4 14 0 0 0
Carson 3 14 0 0 0
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Carson 4 14 0 0

Introduccion del 10 de octubre 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia

introducidas al 14 de noviembre (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 2 12 6 50 0,9
Hesse 3 12 8 67 1
Carson 2 12 9 75 0,8
Carson 4 12 7 58 0,7
Dr. Davis 1 12 5 42 0,5
Dr. Davis 3 12 6 50 0,5

Cuadro 5. Prendimiento de yemas introducidas y crecimiento de brotes en medio de

cultivo DKW modificado.

Introduccion del 22 de octubre 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia

introducidas al 14 de noviembre (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 2 5 5 100 1,2
Hesse 4 5 5 100 2
Carson 3 5 4 80 15
Carson 4 5 5 100 1,3
Dr. Davis 3 5 5 100 1
Dr. Davis 4 5 4 80 1,2

Introduccion del 15 de noviembre 2018

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia

introducidas al 14 de diciembre (%) Long. Promedio (cm)
Hesse 1 24 21 88 2
Hesse 2 24 24 100 2
Hesse 3 24 22 92 15
Carson 1 24 19 79 15
Carson 2 24 12 50 1
Dr. Davis 1 24 18 75 15
Dr. Davis 2 24 20 83 1,3

Introduccion del 07 de marzo 2019

N° de plantas N° de plantas vivas Sobrevivencia

introducidas al 28 de marzo (%) Long. Promedio (cm)
Carson 1 14 6 43 1,6
Carson 2 14 4 29 14
Dr. Davis 1 14 7 50 1,6
Dr. Davis 2 14 4 29 19
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Medios de cultivo utilizados

Para elegir los medios de cultivo méas adecuados para cada etapa, se midieron las
variables de sobrevivencia y longitud de brote como se observa en los cuadros 4 y 5.
En la introduccion de nudos, en el medio DKW modificado se observaron
crecimientos promedio sobre 1 cm en todas las introducciones sobrevivientes luego de
28 dias en la camara de crecimiento. En el medio 1A se obtuvo menor prendimiento
de yemas y longitudes de brotes inferiores a 0,5 cm a los 28 dias de la introduccion
(Figura 1).

- 2 - - B

Figura 1. A: Crecimiento de brotes en medio 1A; B: Crecimiento de brotes en medio
DKW modificado.

En la etapa de multiplicacion y elongacion la formulacion del medio MS fue
considerada como la que permitid el mejor desarrollo a diferencia de los medios AP y
DKW donde la mayor proporcién de las plantas se vitrificaron (Figura 2).

Figura 2. Duraznero creciendo en diferentes medios de cultivo in vitro. A: Medio MS
con planta en elongacién; B: Medio MS con planta en multiplicacion; C: Medio AP
con planta que presenta inicio de vitrificacion; D: Medio DKW con planta muerta.

Para los apices caulinares la formulacion a base de MS fue la Gnica donde se obtuvo
sobrevivencia.
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3. Seleccion y deteccidn de lineas madres

Una vez obtenida una poblacion homogénea de plantas, con el tamafio suficiente
como para extraer 0,15 g de hojas, se eligieron las con mayor crecimiento para ser
analizadas. Como se aprecia en el Cuadro 6, las 15 lineas de la variedad Dr. Davis
arrojaron resultado positivo en para PDV, pero también se pudo detectar PNRSV en
el 80% de ellas, a pesar de no haberse detectado este virus en las muestras colectadas
en campo. La variedad Hesse se comportd de manera més erratica, de las 19 lineas
analizadas, 3 no tuvieron detecciéon, 13 dieron positivo para PLMVd, 8 para PNRSV y
ademaés, 5 fueron positivas para PDV a pesar de no haber sido detectado en los
analisis de las muestras tomadas en el huerto. Se pudo detectar 3 infecciones triples y
4 dobles, 2 con PLMVd més PDV y 2 con PLMVd méas PNRSV. En la toma de
muestra y posteriores traspasos a nuevo medio de cultivo, también hubo mortalidad de
plantas como se detalla en el cuadro 7, al igual que el origen del material vegetal y
combinacion de agentes detectados. Se multiplicaron las lineas sobrevivientes, pero
algunas continuaron muriendo en repiques posteriores por lo que los tratamientos se
efectuaron a medida que se obtenia material suficiente.

Cuadro 6. Analisis RT-PCR en lineas madres.

PLMVd PDV ACLSV CNRMV PNRSV NSPaV PBNSPaV PPV LChV-1 ApMV
Hesse 1 - - - - - - - - - -
Hesse 2 + + - - + - - - - -
Hesse 3 - - - - + - - - - -
Hesse 4 + - - - - - - - - -
Hesse 5 + - - - - - - - - -
Hesse 6 + - - - - - - - - -
Hesse 7 - - - - + - - - - -
Hesse 8 + - - - - - - - - -
Hesse 9 - - - - - - - - - -
Hesse 10 + + - - - - - - - -
Hesse 11 - - - - - - - - - -
Hesse 12 - - - - + - - - - -
Hesse 13 + - - - + - - - - -
Hesse 14 + - - - - - - - - -
Hesse 15 + - - - + - - - - -
Hesse 16 + + - - + - - - - -
Hesse 17 + + - - + - - - - -
Hesse 18 + + - - - - - - - -
Hesse 19 + - - - - - - - - -
Dr. Davis 1 - + - - + - - - - -
Dr. Davis 2 - + - - + - - - - -
Dr. Davis 3 - + - - + - - - - -
Dr. Davis 4 - + - - + - - - - -
Dr. Davis 5 - + - - + - - - - -

Dr.

Davis 6 - + - - - - - - -
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Dr. Davis 7 - - - - - - -
Dr. Davis 8 - - - - - - -
Dr. Davis 9 - - - - - - -
Dr. Davis 10 - - - - - - -
Dr. Davis 11 - - - - - - -
Dr. Davis 12 - - - - - - -
Dr. Davis 13 - - - - - - -
Dr. Davis 14 - - - - - - -
Dr. Davis 15 - - - - - - -
Cuadro 7. Sobrevivencia de lineas madres.
14 de mayo 11 de junio
2019 2019
Planta de Sobrevivencia
origen Linea Pat6genos detectados Repiques Plantas vivas (%)
2 Hesse 1 negativo 1 0 0
2 Hesse 2 PLMVd, PNRSV, PDV 3 2 67
2 Hesse 3 PNRSV 1 0 0
2 Hesse 4 PLMVd 3 2 67
2 Hesse 5 PLMVd 1 1 100
2 Hesse 6 PLMVd 1 0 0
2 Hesse 7 PNRSV 1 0 0
2 Hesse 8 PLMVd 2 1 50
2 Hesse 9 negativo 1 1 100
2 Hesse 10 PLMVd, PDV 5 3 60
2 Hesse 11 negativo 4 3 75
2 Hesse 12 PNRSV 4 2 50
2 Hesse 13 PLMVd, PNRSV 1 0 0
2 Hesse 14 PLMVd 1 0 0
2 Hesse 15 PLMVd, PNRSV 1 0 0
3 Hesse 16 PLMVd, PNRSV, PDV 1 1 100
3 Hesse 17 PLMVd, PNRSV, PDV 1 1 100
1 Hesse 18 PLMVd, PDV 1 0 0
1 Hesse 19 PLMVd 1 1 100
14 de mayo 11 de junio
2019 2019
Planta de Sobrevivencia
origen Linea Agentes detectados Repiques Plantas vivas (%)
1 Dr. Davis 1 PNRSV, PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 2 PNRSV, PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 3 PNRSV, PDV 4 3 75
1 Dr. Davis 4 PNRSV, PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 5 PNRSV, PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 6 PDV 4 3 75
1 Dr. Davis 7 PDV 2 2 100
1 Dr. Davis 8 PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 9 PNRSV, PDV 1 1 100
1 Dr. Davis 10 PNRSV, PDV 1 1 100
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Dr. Davis 11 PNRSV, PDV 1 1 100
Dr. Davis 12 PNRSV, PDV 2 1 50
Dr. Davis 13 PNRSV, PDV 1 1 100
Dr. Davis 14 PNRSV, PDV 1 0 0
Dr. Davis 15 PNRSV, PDV 1 0 0

4. Evaluacion de tratamientos de saneamiento

Las Figuras 3A y 3B, muestran el estado de las plantas sometidas a termoterapia
luego de 21 dias de iniciado el tratamiento. La Figura 3C corresponde a una planta a
los 14 dias de finalizado el tratamiento. En la figura 4 se ve la porcion del explante a
rescatar. En el caso de los durazneros no se ha podido apreciar con claridad el apice
meristematico, a diferencia de lo que ocurre con la vid. En los durazneros el &pice
meristematico estd rodeado de varios primordios foliares, es por esta razén que se
pudo solo extraer un apice caulinar y no un apice meristematico. La Figura 5 muestra
plantas con bajo crecimiento y sintomas asociados a los agentes virales en estudio.

Figura 3. Plantas sometidas a termoterapia. A: Sobrevivientes después de 28 dias de
tratamiento; B: Muertas después de 28 dias de tratamiento; C: Planta en buenas
condiciones después de 28 dias de tratamiento méas 14 dias de postratamiento.

Figura 4. Ay B: Explante de apice caulinar; C: Planta en buenas
condiciones luego de 45 dias después del explante de apice caulinar.
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Figura 5. Plantas variedad Hesse infectadas con PLMVd, PDV y PNRSV con
escaso crecimiento y clorosis en hojas.

En los Cuadros 8, 9 y 10 se detallan los resultados de mortalidad de los tratamientos y
los patdgenos detectados en las plantas sobrevivientes. No fue posible eliminar PDV
con ninguno de los tratamientos. PLMVd no fue posible eliminarlo con termoterapia,
pero no se detecto en las plantas sometidas a explante de &pice caulinar y tratamiento
mixto. PNRSV no fue detectado después de los tratamientos a excepcion de la planta
Dr. Davis 3 que sobrevivio al explante de apice caulinar. En la planta Hesse 12,
infectada con PNRSV y sometida a explante de apice caulinar, no se detecto el virus
finalizado el tratamiento.

Cuadro 8. Plantas sometidas a termoterapia.

Patogenos
Patogenos detectados Plantas Plantas Sobrevivencia detectados post
Linea antes del tratamiento tratadas  vivas (%) tratamiento
Hesse 2 PLMVd, PNRSV, PDV 2 1 50 PLMVd, PDV
Hesse 10 PLMVd, PDV 5 2 40 PLMVd, PDV
Hesse 12 PNRSV 2 0 0 Sin anélisis
Dr. Davis 1 PDV, PNRSV 1 0 0 Sin andlisis
Dr. Davis 2 PDV, PNRSV 1 0 0 Sin anélisis
Dr. Davis 5 PDV, PNRSV 1 1 100 PDV
Dr. Davis 9 PDV, PNRSV 2 1 50 PDV
14 5 36
Cuadro 9. Plantas sometidas a explante de apice caulinar.
Patégenos
Patégenos detectados ~ Plantas  Plantas Sobrevivencia detectados post

Linea antes del tratamiento  tratadas  vivas (%) tratamiento
Hesse 2 PLMVd, PNRSV, PDV 6 2 33 PDV
Hesse 10 PLMVd, PDV 12 2 17 PDV
Hesse 12 PNRSV 5 1 20 Negativo
Dr. Davis 1 PDV, PNRSV 5 0 0 Sin analisis
Dr. Davis 3 PDV, PNRSV 8 1 13 PDV, PNRSV
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Dr. Davis 6 PDV 5 0 0 Sin andlisis

Dr. Davis 7 PDV 4 0 0 Sin analisis

Dr. Davis 10 PDV, PNRSV 7 1 14 PDV

Dr. Davis 12 PDV, PNRSV 2 0 0 Sin analisis

Dr. Davis 13 PDV, PNRSV 1 0 0 Sin analisis
55 7 13

Cuadro 10. Plantas sometidas a termoterapia mas explante de &pice caulinar

Pat6genos
Patogenos detectados  Plantas Plantas Sobrevivencia detectados post

Linea antes del tratamiento  tratadas  vivas (%) tratamiento
Hesse 2 PLMVd, PNRSV, PDV 2 1 50 PDV
Hesse 10 PLMVd, PDV 3 1 33 PDV

Dr. Davis 5 PDV, PNRSV 2 0 0 Sin andlisis
Dr. Davis 9 PDV, PNRSV 2 1 50 PDV

9 3 33

Los analisis de RT-PCR a las 6 plantas por variedad, que no fueron sometidas a
tratamientos se muestran en el Cuadro 11, PNRSV se perdid por repique en una
muestra de cada variedad, PDV y PLMVd no se eliminaron con los repiques.

Cuadro 11. Analisis RT-PCR a plantas sin tratamientos.
Pat6genos detectados al elegir las  Patdgenos detectados en plantas

Linea lineas no tratadas
Hesse 2, planta 1* PLMVd, PNRSV, PDV PLMVd, PNRSV, PDV
Hesse 2, planta 2* PLMVd, PNRSV, PDV PLMVd, PDV
Hesse 10, plantal * PLMVd, PDV PLMVd, PDV
Hesse 10, planta 2* PLMVd, PDV PLMVd, PDV
Hesse 12, planta 1* PNRSV PNRSV
Hesse 12, planta 2* PNRSV PNRSV
Dr. Davis 3 PDV, PNRSV PDV, PNRSV
Dr. Davis 6 PDV PDV

Dr. Davis 7 PDV PDV

Dr. Davis 10 PDV, PNRSV PDV

Dr. Davis 12 PDV, PNRSV PDV, PNRSV
Dr. Davis 13 PDV, PNRSV PDV, PNRSV

* Corresponden a sublineas provenientes de cada linea mencionada.
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DISCUSION

Estudios de prevalencias de virus y viroides en duraznero han sido reportados en
Chile y otras regiones donde se producen frutales de carozo como China, Europa y
Estados Unidos (Mandic et al., 2008; Rubio-Cabetas et al., 2012; Yu et al., 2013;
Fiore et al., 2016) con resultados alarmantes para la situacion de la industria
conservera mundial y los productores de durazno conservero. En China se reportaron
porcentajes de prevalencia de 24,6% y 76,2% de ACLSV y PLMVd, respectivamente
(Yu et al., 2013). En Chile la prevalencia de PDV, PNRSV y PLMVd ha sido de
35,7%, 39,8% y 26,3%, respectivamente (Fiore et al., 2016). Los porcentajes en Chile
podrian ser mas altos, ya que la mayor proporcion de muestras se analizaron con
hibridacion molecular (MH), la que tiene menor sensibilidad que RT-PCR (Fiore et
al., 2010; Herrera, 2013). Por otro lado, los planteles madre o jardines de variedades
que son el principal origen de las infecciones en estudio, también presentan resultados
alarmantes. Rubio-Cabetas et al. (2012) encontraron el 54% de plantas infectadas con
PLMVd en Espafia. En Chile, Herrera y Madariaga (2002) realizaron una prospeccion
en 11 viveros de carozos, detectando en duraznero 10,4% de plantas infectadas por a
lo menos un virus, con 17,7%, 17,8%, 3,8% y 2,6% para PDV, ToRSV, PNRSV y
PPV, respectivamente. La normativa nacional exige andlisis al material de
propagacion en duraznero solo para PPV, que es considerado como plaga
cuarentenaria presente, pero no se realiza muestreo y analisis para los otros virus y
viroides presentes en Chile, lo que seria necesario ya que se esta propagando material
vegetal sin averiguar el estado sanitario de las plantas madres.

En el presente estudio, a pesar de utilizar la técnica mas sensible, en plantas adultas se
obtuvieron resultados falsos negativos para virus cuando el muestreo se realiz6 a fines
de verano, en lugar que en primavera. Estos resultados son coherentes con aquellos
obtenidos en el estudio realizado por Fiore et al. (2010), en el cual se comparé la
eficiencia de HM y RT-PCR en material vegetal colectado a lo largo de un afio. La
menor carga de patdgenos se debe probablemente a la mayor eficiencia del
silenciamiento génico post-transcripcional en plantas, en coincidencia con el aumento
de la temperatura ambiental (Wang et al., 2008; Panattoni et al. 2013). En el predio de
la variedad Carson con plantas sintomaticas, no se detectaron virus ni viroides, por lo
que es posible que estén actuando otros agentes biodticos (hongos, bacterias,
fitoplasmas o virus desconocidos) o abidticos (Tarcali et al., 2014).

Desde el material vegetal colectado en terreno, no se detect6 PDV en la variedad
Hesse, ni PNRSV en la variedad Dr. Davis. Sin embargo, los virus se detectaron en
las lineas propagadas in vitro, obtenidas a partir de estos mismos materiales vegetales
que indudablemente poseian una baja carga viral al momento del muestreo. Situacion
que se da con frecuencia, debido a las condiciones del in vitro (activo crecimiento de
las plantas y temperaturas no mas altas de 25°C) que favorecen la replicacion viral
(Hadidi et al., 2011; Kapoor et al., 2018). También hay que considerar que la
extraccion de acidos nucleicos totales se realiza en 0,15g de hoja, lo que en plantas in
vitro corresponde a casi la mitad del peso de ésta, mientras que en arboles adultos es
una fraccion muy menor. A varias de las lineas se les detecto infecciones mixtas, con
evidente efecto sinérgico que se tradujo en la aparicion de desequilibrios mas
acentuados. La literatura corrobora estas consecuencias, tanto a nivel sintomatologico,
cuales muerte de apices y de yemas laterales, reduccion de crecimiento de brotes,
asociados a infecciones simples o mixtas por PNRSV, PDV y PLMVd (Jelkmann,
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2004; Hadidi et al., 2011), como a nivel transcriptémico (Herranz et al., 2013). Con el
fin de asegurar la presencia de patdgenos para poder comprobar la eficiencia de las
técnicas de saneamiento, en este estudio el proceso de seleccion apuntd mas bien
hacia la eleccién de los materiales vegetales con infecciones mixtas, situacion que
perjudico el éxito de los repiques en funcion de los tratamientos. Las elevadas
mortalidades, aparicion de sintomas y disminucion de los crecimientos con el paso del
tiempo, sugieren que es conveniente realizar una seleccion sanitaria antes del
saneamiento, utilizando material vegetal que presente el mejor estado fitosanitario,
limitando especialmente las infecciones dobles o triples. Intentos de saneamiento en
el mundo, realizados con variedades de duraznero, han revelado mortalidades
similares o superiores a las del presente estudio (Wang et al., 2008; Panattoni et al.,
2013). Una excepcion es representada por Ismail et al. (2019), quienes obtuvieron
sobrevivencias del orden del 50% al sanear el cv. Balady Grown, para eliminar PPV
mediante termoterapia y explante de meristema. Todas las investigaciones se han
centrado en infecciones simples, no reportandose, hasta el momento, trabajos de
saneamiento dirigidos a infecciones mixtas.

La mayoria de los trabajos de saneamiento exitosos realizados en el mundo para
duraznero y otros carozos se han enfocado en portainjertos (EI-Dougdoug et al., 2010;
Conejero et al., 2013; Panattoni et al., 2013; Ben Mahmoud et al., 2017). En Chile
practicamente el Unico portainjerto utilizado para durazneros es Nemaguard, en
cuanto poco vigoroso, por lo que se adapta a altas densidades de plantacion y otorga
resistencia a nematodos del género Meloidogyne (Saucet et al., 2016). Este se propaga
exclusivamente por semilla, ya que posee una raiz pivotante con mayor capacidad de
profundizar adaptandose a condiciones mas desfavorables. Teniendo en cuenta que
PLMVd no se transmite por semilla 'y que PDV y PNRSV en durazneros pueden ser
transmitido por semilla con 30% de éxito (Hadidi et al., 2011), es bastante comdn
encontrar plantas de Nemaguard libres de virus y viroides. En este estudio, no se
realiz6 saneamiento para Nemaguard considerando que, mediante seleccion sanitaria,
es posible obtener material libe de virus y viroides.

Respecto a los resultados de este estudio, aunque no es posible establecer con
exactitud diferencias entre los tratamientos por no contar con suficientes repeticiones,
era esperable que la termoterapia perjudicara a las plantas infectadas con PLMVd ya
que, a diferencia de la mayoria de los fitovirus, la replicacion del viroide es mas
eficiente sobre los 30°C (Faggioli y Barba 2008). Es evidente que para PDV no
fueron efectivas las técnicas de termoterapia y explante de apice caulinar para sanear
las variedades Hesse y Dr. Davis, asi como lo ocurrido en el trabajo de Cieslinska
(2007), donde tampoco se pudo eliminar PDV con las técnicas mencionadas.

La poca elasticidad en la demanda de la fruta enlatada, junto con la concentracion del
mercado de compra en Chile, han mantenido estaticos los precios de la materia prima,
haciendo que el cultivo requiera de rendimientos sobre 45 ton/ha para poder mantener
su rentabilidad (ODEPA, 2015; INIA, 2017; Aconcagua Foods, 2018), situacion que
se complica enormemente en el caso de huertos constituidos con plantas infectadas
por virus y viroides. Por ello, dentro de los frutales de carozo, el duraznero conservero
ha sido de los que ha tenido las mayores tasas de arranque en los ultimos 10 afios,
estimando que quedan alrededor de 6.500 de las 10.600 ha plantadas en el 2008,
siendo reemplazadas en su mayoria por cerezos y nogales (ODEPA, 2018).
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CONCLUSIONES

Las bajas de produccion y calidad de fruta, asociadas a la presencia de virus y
viroides, han sido descritas desde hace méas de 30 afios en diferentes zonas de
produccién de duraznos y nectarines en Chile. Sin embargo, el real impacto de estos
patdgenos en el pais no ha sido dimensionado.

Las sintomatologias descritas en la variedad Dr. Davis y Hesse, se pudieron asociar a
infecciones simples y mixtas, mediante las detecciones realizadas en campo y en el
material in vitro, no asi los sintomas de la variedad Carson.

Las muestras colectadas en huerto en el mes de octubre, presentaron mayor
sensibilidad que las colectadas en marzo para la deteccion de PNRSV, PDV vy
PLMVd con RT-PCR en las variedades en estudio.

Para la propagacion in vitro, octubre y noviembre fue la época 6ptima para la colecta
e introduccion de brotes en medio DKW, con el cual se obtuvo mayor crecimiento y
menor mortalidad. En la etapa de elongacion y multiplicacién de plantas, los repiques
en medio MS cada 15 dias fueron exitosos para propagar las variedades evaluadas.

La preseleccion del material vegetal con el objetivo de asegurar infecciones virales en
las lineas in vitro, perjudico considerablemente el éxito de la multiplicacion y de los
tratamientos, ya que no se obtuvieron suficientes plantas vivas como para evaluar y
comparar las técnicas de saneamiento.

Una sola planta de la variedad Hesse se encontrd libre de virus al someterse a
explante de apice caulinar con previa deteccion de PNRSV, en infecciones mixtas este
fitovirus se elimino en los 3 tratamientos en ambas variedades evaluadas y también en
una baja proporcion de plantas sin tratamientos debido a los reiterados repiques.

PDV no se pudo eliminar con ninguno de los tratamientos evaluados.

PLMVd no pudo eliminarse con termoterapia, pero si con explante de apice caulinar y
con la combinacion de ambas técnicas en Hesse, la Unica de las dos variedades
infectada con el viroide.

Los resultados sugieren que para poder obtener variedades libres de virus y evaluar el
éxito de las técnicas de saneamiento es necesario, en una primera instancia, realizar
una seleccion sanitaria en el huerto con el objetivo de elegir el mejor material vegetal
desde el punto de vista sanitario, sobre todo limitando la eleccion de plantas que
poseen infecciones mixtas.
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APENDICE |

Superior: Sintomas observados en variedad Hesse infectada con PNRSV + PLMV(d;
Centro: Sintomas descritos en variedad Carson sin detecciones de virus; Inferior:
Sintomas observados en variedad Dr. Davis infectada con PDV + PNRSV.

Izquierda: Calicos y anillos cloroticos, brotes arrosetados, aborto de yemas florales y
vegetativas, heterogeneidad en la brotacion.

L)

Resquebrajamientos de corteza, aplanamiento de la madera y exudacién de goma en
febrero.
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Frutos abortados y atrofiados, primeros entrenudos arrosetados y con hojas pequefias,

disefios irregulares de la corteza
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APENDICE I

Medios de cultivo utilizados
DKW introduccion
Sales Macro mg/L
NH4NO3 1416
K2504 1559
CaC12 x 2H20 112,5
MgS0O4 x 7TH20 723
KH2P0O4 265
Ca(NO 3)2 x 4H20 1367
Sales Micro
ZnS04 x 7TH20 17
H3BO3 4.8
MnSO4 x 4H20 33,5
CuS0O4 x 5H20 0,25
Na2Mo0O4 x 2H20 0,39
NiSO4 x 6H20 0,25
Solucion Fierro
FeSO4 x 7H20 33,8
Na2 x EDTA 45,4
Vitaminas (Z4)
Thiamina HCI 0,2
Glicina 2
Acido Nicotinico 01
Piridoxina 0,5
Myo-inositol 100
Hormonas
BAP 0,4
NAA 0,01
Sacarosa 30 g/L
Agar 79/l

Ph 58



1A introduccion

Sales Macro
NH4NO3

KNO3

Ca(N03)2 x 4H20
MgS0O4 x 7TH20
KH2PO4

Sales Micro
ZnS04 x 7TH20
H3BO3

MnSO4 x 4H20
CuS0O4 x 5H20
Na2MoO4 x 2H20
CoCI2 x 6H20

Kl

Solucion Fierro
FeSO4 x 7TH20
Na2 x EDTA

Vitaminas (Z4/2)
Thiamina HCI
Glicina

Acido Nicotinico
Acido Ascérbico
Acido Citrico
Piridoxina HCI
Myo-inositol

Hormonas
BAP

Sacarosa
Agar
Ph

30 g/L
74g/L
5,8

32

mg/L
200
1050
600
180
135

4,3

3,1
8,45
0,0125
0,125
0,0125
0,415

25
27,5

0,5
1
0,25
5

5
0,25
50

0,5



MS elongacion

Sales Macro
NH4NO3
KNO3

CaC12 x 2H20
MgS0O4 x 7TH20
KH2PO4

Sales Micro
ZnS04 x 7TH20
H3BO3

MnSO4 x 4H20
CuS0O4 x 5H20
Na2MoO4 x 2H20
CoCI2 x 6H20

Kl

Solucion Fierro
FeSO4 x 7TH20
Na2 x EDTA

Vitaminas (Staba)
Thiamina HCI
Pantotenato Ca
Biotina

Acido Félico
Colina cloruro
Riboflavina

A. 4 aminobenz
Nicotinamida
Piridoxina HCI
Myo-inositol

Hormonas
BAP
NAA

Sacarosa
Agar
Ph

30 g/L
74g/L
5,8

33

mg/L
1650
1900
440
370
170

8,6
6,2
22,3
0,025
0,25
0,025
0,83

37,3
27,8

co o
NUTOTR, O R

[EY
o
o N

o
Ul

0,01



MS meristema

Sales Macro
NH4NO3
KNO3

CaC12 x 2H20
MgSO4 x 7TH20
KH2PO4

Sales Micro
ZnS04 x 7TH20
H3BO3

MnSO4 x 4H20
CuS0O4 x 5H20
Na2Mo0O4 x 2H20
CoCI2 x 6H20

Kl

Solucion Fierro
FeSO4 x 7TH20
Na2 x EDTA

Vitaminas (Staba)
Thiamina HCI
Pantotenato Ca
Biotina

Acido Folico
Colina cloruro
Riboflavina

A. 4 aminobenz
Nicotinamida
Piridoxina HCI
Myo-inositol

Hormonas
BAP
NAA

Sacarosa
Agar
Ph

20 g/L
74g/L
58

34

mg/L
825
950
220
185
85

4,3

3,1
11,15
0,0125
0,125
0,0125
0,415

18,65
13,9

oo o
NoOrToOolT- O -

=
o
o N

o
ol

0,01



Almedhi Parfitt

Sales Macro
(NH4)2S04
KNO3

CaCl2 x 2H20
NaH2PO4 x H20
MgSO4 x 7TH20

Sales Micro
MnSO4 x H20
H3BO3

ZnS04 x TH20

Kl

Na2Mo0O4 x 2H20
CuS04 x'5H20
CoClI2 x'6H20

Solucion Fierro
Na2EDTA
FeSO4 x 7TH20

Vitaminas
Myoinositol
Pyridoxina-HCI

Hormonas
BAP
NAA

Sacarosa
Agar
Ph

30 g/L
7g/L
5,8

35

mg/L
270
2500
150
150
190

20
4,5
0,75
0,06

0,05
0,03

37,2
28

25

0,01
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APENDICE Il

Electroforesis en gel de agarosa, visualizacion bajo luz UV. Deteccion de patdgenos
realizadas en las plantas introducidas in vitro (lineas madres), en etapa anterior a los
tratamientos de saneamiento.

Detecciones positivas a PLMVd en la var. Hesse, lineas 2, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15,
con producto de amplificacion de 350 pb. De izquierda a derecha: Carril 1 a 9: lineas
1 a9; Carril 10: DNA Ladder 100 bp (Maestrogen, Taiwan); Carril 11 a 16: Lineas 10
a 15; Carril 17: Control negativo (tejido vegetal sano).

Detecciones positivas a PNRSV en la var. Dr. Davis, lineas 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11, 12,
13, 14 y 15, con producto de amplificacion de 455 pb. De izquierda a derecha: Carril
1 a8: lineas 1 a 8; Carril 9: DNA Lader 100 bp (Maestrogen, Taiwan); Carril 10 a 16:
lineas 9 a 15.
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Tt |

Detecciones positivas a PDV en las variedades Hesse (lineas 2 y 16) y Dr. Davis
(lineas 1, 2, 3, 4, 5y 6), con producto de amplificacion de 451 pb. De izquierda a
derecha: Carril 1 a 9: Hesse, lineas 1 a 9; Carriles 10 y 25: DNA Lader 100 bp
(Maestrogen, Taiwan); Carril 11 a 14: Hesse, lineas 13 a 16. Carril 15: Control
negativo (tejido vegetal sano); Carril 16 a 21: Dr. Davis, lineas 1 a 6. Carriles 22 a 24
y 26 a 31: detecciones negativas a ACLSV en Hesse lineas 1 a 9.



