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Resumen

La produccion de Andimora (Rubus glaucus) es una actividad de gran relevancia
econdmica en Ecuador; sin embargo, la transmision de virus como Raspberry Bushy Dwarf
Virus (RBDV) y Rose Ilarvirus 2 (RIV-2) compromete el rendimiento y la calidad del cultivo.
Este proyecto tuvo como objetivo evaluar la eficacia de la termoterapia y la crioterapia,
aplicadas de forma individual y combinada, como método de eliminacidn viral, con el fin de
generar material vegetal certificado libre de virus. Se utilizaron semillas de Andimora, las
cuales fueron germinadas en condiciones de cultivo in vitro estandar. Los explantes se
sometieron a termoterapia (38 °C a 26 °C , durante 21 dias) y, en el tratamiento combinado, a
crioterapia mediante exposicion a nitrégeno liquido. La supervivencia fue del 100 % en el
grupo control, 6,67 % con termoterapia y 6,89 % en el tratamiento combinado, donde se
observo regeneracion (5,17 %). El analisis por RT-PCR confirm6 la presencia de RBDV y
RIV-2 en el control, mientras que la deteccién en los tratamientos quedd pendiente por el
tamafio reducido del tejido regenerado. Se concluye que la combinacion de crioterapia y
termoterapia permite la supervivencia de meristemos con capacidad regenerativa, lo que

representa una estrategia prometedora para la obtencion de lineas libres de virus.

Palabras clave: termoterapia, crioterapia, Rubus glaucus, eliminacion viral



Abstract

The production of Andimora (Rubus glaucus) is a highly relevant agricultural activity in
Ecuador,; however, the transmission of viruses such as Raspberry Bushy Dwarf Virus (RBDYV)
and Rose Ilarvirus 2 (RIV-2) compromises crop yield and quality. This project aimed to
evaluate the effectiveness of thermotherapy and cryotherapy, applied individually and
combined, as viral elimination methods to produce certified virus-free plant material. Seeds of
the Andimora variety were germinated under standard in vitro culture conditions. Explants
were subjected to thermotherapy (38 °C to 26 °C for 21 days) and, in the combined treatment,
to cryotherapy through exposure to liquid nitrogen. Survival was 100% in the control group,
6.67% with thermotherapy, and 6.89% in the combined treatment, where regeneration was
observed (5.17%). RT-PCR analysis confirmed the presence of RBDV and RIV-2 in the
control group, while detection in treated explants remained pending due to the reduced size of
regenerated tissue.It is concluded that the combination of cryotherapy and thermotherapy
enables the survival of meristems with regenerative capacity, representing a promising

strategy for obtaining virus-free lines.

Keywords:  thermotherapy,  cryotherapy, = Rubus  glaucus,  virus  elimination
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

La mora y otras especies del género Rubus, como la frambuesa, tienen importancia
comercial en paises andinos. La especie Rubus glaucus benth, conocida como "Mora de
Castilla" o mora andina, es predominante en la region y se cultiva en paises como Ecuador,
Perti, Colombia, Chile, Panama, México y Estados Unidos (Martinez et al., 2019). En
Ecuador, la provincia de Tungurahua concentra la mayor parte del cultivo comercial de mora,
produciendo aproximadamente 7,098 toneladas anuales en 868 hectareas. En todo el pais se
reportan 5,000 hectareas de mora de diferentes cultivares, incluyendo la mora castilla y una
variedad de Rubus glaucus cominmente conocida como "Colombiana" (Cifuentes et al.,
2025). Estos genotipos son tradicionalmente cultivados por productores pequenos y medianos,

siendo una actividad de comercio familiar (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2024).

En mayo de 2013, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) liberd
un nuevo cultivar de mora de castilla llamado INIAP ANDIMORA-2013 mediante el
Programa Nacional de Fruticultura (Martinez et al., 2013). Esta variedad es una mutacion
somatica de la tradicional mora de castilla caracterizada por no tener espinas, ademas de
producir frutos de mayor calidad. Estas plantas fueron multiplicadas y distribuidas en varias
localidades de Tungurahua y mostraron una gran aceptacion por parte de los productores

locales.

Las especies comerciales de Rubus como R. glaucus se multiplican de forma vegetativa, lo
que las expone a infecciones virales durante su propagacion y desarrollo, disminuyendo la
produccion y calidad de su fruto (Martin et al., 2013). En Ecuador se han detectado tres virus
prevalentes en el viroma de la variedades de mora nacionales: virus del enanismo arbustivo de

la frambuesa (RBDV), virus del choque necrotico de la fresa (SNSV) y el ilarvirus 2 de la rosa
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(RIV-2) (Cifuentes et al., 2025). En Andimora se report6 la presencia de RBDV y RIV-2,

detectandose RIV-2 tinicamente en infecciones mixtas con RBDV.

RBDV es un virus de gran importancia econdmica para la produccion de Rubus, debido a
su distribucion global. Se puede transferir horizontalmente a través del polen y es capaz de
infectar células meristemales, lo que lo vuelve dificil de erradicar por métodos convencionales
(Wang et al., 2018). RIV-2 fue recientemente reportado por primera vez en cultivos de rosa en
Taiwén en 2022, y recientemente en muestras de Andimora en Ecuador. Este virus pertenece a
la familia Bromoviridae y también es transmitido por polen; sin embargo, no existe
informacion sobre su potencial efecto en plantas de Andimora (Cifuentes et al., 2025). Debido
a la presencia de estas infecciones y a que no existe un sistema estandarizado de deteccion de
virus en el pais, es imprescindible establecer material vegetal libre de virus para uso

comercial.

1.2 Descripcion del Problema

La produccion de mora en Ecuador juega un papel fundamental en la economia de
pequefios y medianos productores, quienes dependen de este cultivo para su sustento
econdémico. Sin embargo, enfrenta grandes desafios debido a la transmision de enfermedades
virales durante su proceso de multiplicacion y produccion. La falta de herramientas de
diagnostico y estrategias de eliminacion adecuadas para virus como RBDV y RIV-2 permite
que estas enfermedades se propaguen en el material vegetal utilizado en el comercio local. La
propagacion de enfermedades virales en los cultivos de mora representa una amenaza
significativa para todo el sector productivo, afectando no solo la calidad y cantidad de la
produccion, sino también la estabilidad econdmica y social de las comunas rurales que
dependen de este cultivo. Los sintomas causados por infecciones virales, como la deformacion

de los frutos y la reduccion de su tamaiio, afectan directamente la calidad del producto final,
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disminuyendo su valor comercial. La identificacion e implementacion de métodos efectivos
para la eliminacion de virus es crucial para garantizar la sostenibilidad del cultivo de mora,
mejorar la competitividad del sector y garantizar la seguridad econémica de los productores
locales. Un estudio reciente reportd6 que RBDV, uno de los principales virus de mora y
frambuesa a nivel mundial, fue detectado en 100% de muestras de Andimora provenientes
tanto de campo como de centros de propagacion de plantas (e.g. vivero y laboratorio). Este
hallazgo ha generado alertas en el sector, enfatizando la necesidad de contar con un sistema

de produccion de plantas de mora certtificadas libres de virus.

1.3 Justificacion del problema

La eliminacion de virus como RBDV y RIV-2 desde el sistema de propagacién masiva de
Andimora es crucial para la sostenibilidad comercial del cultivo. Los métodos convencionales
de eliminacién de virus han demostrado ser insuficientes para abordar eficazmente estas
infecciones, lo que destaca la necesidad de implementar nuevas tecnologias de diagnostico y
tratamiento. A través de métodos como la termoterapia y crioterapia se busca generar una
linea de “plantas madre” certificadas libres de virus para su multiplicacién comercial a nivel
nacional. Esto, a su vez, proporcionaré un referente para abordar infecciones virales que
afecten a otros cultivos de interés comercial en el pais, promoviendo practicas de produccion

agricola mas sostenibles y aumentando la seguridad alimentaria del pais.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia de la eliminacién de los virus RBDV y RIV-2 en mora andina (Rubus
glaucus) mediante tratamientos de termoterapia y crioterapia in vitro para la mejora de la

calidad y rendimiento del cultivo.



1.4.2 Objetivos especificos

o Implementar tratamientos de termoterapia y crioterapia en brotes de crecimiento de
Andimora in vitro para la eliminacion de RBDV y RIV-2.
e Determinar el impacto de estos tratamientos sobre la regeneracion y supervivencia de

los brotes mediante evaluaciones de crecimiento y multiplicacion

1.5 Marco teorico

1.5.1 Sistema de produccion de mora en Ecuador

En Ecuador, la produccion de mora se concentra principalmente en regiones ubicadas
en la region Sierra , como lo son las provincias de Tungurahua, Carchi, Cotopaxi,
Chimborazo, Pichincha e Imbabura (Barrera et al., 2017). Estas zonas presentan condiciones
climaticas, entre ellas la altitud, temperaturas templadas y una adecuada disponibilidad de
agua, que favorecen su produccion y desarrollo a lo largo del afio.

El sistema de produccion de mora se caracteriza por el establecimiento de cultivos
perennes, los cuales se pueden mantener durante varios afios (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2013). Su propagacion se realiza de forma asexual, usualmente mediante
esquejes o acodos, permitiendo conservar las caracteristicas genéticas de la planta madre. Por
otra parte, la cosecha es de tipo escalonada y se efectua varias veces semanalmente debido a la
floracion y fructificacion del cultivo. Su mantenimiento requiere de cuidados regulares, siendo
el control de malezas y la poda de suma importancia. Aquello se realiza tres veces en la
produccion de la mora, la primera es durante la formacion, luego en el mantenimiento
(realizandose cada dos semanas o cada mes) y finalmente en la renovacion, cuando la planta

deja de producir frutos (Allauca, 2024).



1.5.2 Virus que afectan al cultivo de la mora

Las especies de Rubus son afectadas por mas de 30 virus a nivel mundial, lo que
impacta significativamente la produccion agricola. Estos virus se transmiten a través de
afidos, nematodos y polen, y suelen causar enfermedades en infecciones mixtas. Los sintomas
incluyen reduccion del rendimiento, retraso en el crecimiento, moteado y distorsion de las

hojas, amarillamiento de las nervaduras y muerte (Martin et al., 2013).

Entre los mdas importantes se encuentra el virus del enanismo arbustivo de la
frambuesa (RBDV) es el tnico dentro del género Idaeovirus (Mayoviridae), perteneciendo a
la familia Bromoviridae. Este patdégeno infecta principalmente especies del género Rubus a
nivel mundial (Kadriye Caglayan et al., 2023). Su genoma est4 constituido de dos segmentos
de ARN monocatenario de sentido positivo (Quito-Avila et al., 2014). Este virus se transmite
a través de polen y semillas. Su nombre se deriva de los sintomas registrados en lo que ahora
se sabe son infecciones mixtas con el virus de la necrosis de la frambuesa negra (BRNV) en
frambuesas, donde esta asociado a enanismo, clorosis y desarrollo de frutas desmenuzables, lo
que disminuye la produccion. A pesar de esto, varios cultivares de Rubus pueden no mostrar
sintomas de infeccion. En Norte y Sudamérica se han reportado infecciones por RBDV en
cultivos silvestres y comerciales de frambuesa roja, frambuesa negra, zarzamoras, y en
variedades de mora, incluyendo la Andimora (Martin & Tzanetakis, 2015; Cifuentes et al.,
2025). Debido a su transmision mediante polen, la resistencia a RBDV de ciertos cultivares de
Rubus es uno de los ejemplos de resistencia viral més estudiados el inico método de control
efectivo, y es asociada con un gen de resistencia dominante, el cual parece estar asociado a
caracteristicas negativas, ya que los cruces seleccionados entre plantas susceptibles y
resistentes a RBDV raramente conservan esta resistencia (Martin et al., 2013). Ademas, la
aparicion de la cepa (R-15) capaz de romper esta resistencia viral lo que destaca la

importancia de aplicar nuevas estrategias para la produccion de plantas libres de RBDV.



El virus rose ilarvirus 2 (RIV-2) pertenece al género llarvirus, de la familia
Bromoviridae y posee un genoma de ARN tripartito de cadena positiva. Fue reportado por
primera vez en 2022 en cultivos de rosa en Taiwan (Chen et al., 2022) y en cultivos de mora
en Ecuador en 2025 (Cifuentes et al., 2025). La mayoria de los //arvirus tienen una amplia
gama de hospederos y causan enfermedades en cultivos econémicamente significativos como
Citrus, Prunus, Rosa y Rubus, en los cuales afectan el crecimiento, produccion y maduracion
de frutos. El RIV-2 se transmite a través del polen y se puede expandir rapidamente en
grandes extensiones de cultivos. Por lo tanto, la mejor manera de prevenir los dafios causados
por su infeccion es el uso de material vegetal libre de virus para su propagacion (Untiveros et

al., 2010).

En los cultivos de bayas como la mora, la propagacion clonal permite la transmision de
estos virus desde las plantas madres al nuevo material. Es esencial implementar programas de
deteccion y erradicacion de virus para obtener plantas libres de patogenos, que luego se
certifican para asegurar alta productividad y vigor en los campos comerciales (Wang et al.,
2018). Sin embargo, el acceso a estos protocolos es limitado para los productores rurales con

menos tecnificacion, lo que facilita la transmision de patdgenos en sus cultivos.

1.5.3 Esquemas de propagacion de plantas de mora certificadas libres de virus

Iniciar la produccion de fruta con materiales libres de virus es crucial para asegurar la
productividad y la longevidad 6ptimas de las plantas. El uso de plantas certificadas libres de
virus reduce el riesgo de introducir patégenos en el cultivo, lo que puede aumentar los costos
de produccion y de gestion de vectores (Quito-Avila et al., 2014). Ademas, estas poseen una
mayor capacidad de establecimiento y rendimiento en comparacion con las infectadas. Incluso

si plantas infectadas con virus parecen sanas en un vivero, el estrés del transporte y la
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replantacion puede agravar su condicidon, provocando un establecimiento deficiente (Martin &

Tzanetakis, 2015).

El proceso de certificacion de material vegetal libre de virus comienza con el
desarrollo de plantas de Generacion 1 (G1) a partir del material mas sano disponible. Estas
plantas se someten a pruebas rigurosas para detectar patégenos especificos, utilizando
métodos moleculares, inmunologicos y bioquimicos. Si se detecta alguna infeccion, se aplican
terapias térmicas, quimicas o criogénicas, seguidas de cultivo de apices de meristemos. Las
plantas regeneradas después de los tratamientos se vuelven a probar y, si estan libres de virus,
se designan como G1. Estas plantas sirven como base para las generaciones posteriores, que
también se someten a pruebas regulares para asegurar su sanidad antes de ser vendidas a los

productores (Martin & Tzanetakis, 2015).

1.5.3.1 Termoterapia

Las técnicas mas exitosas para la generacion de plantas madre libres de virus son
aquellas basadas en el cultivo in vitro, como el cultivo de meristemos, microinjertos,
termoterapia, crioterapia y quimioterapia. Estas técnicas son mads efectivas cuando se
combinan entre ellas, especialmente con la termoterapia, que al ser aplicadas individualmente.
Los métodos basados en termoterapia consisten en tratar las plantas de cultivo in vitro con
ciclos de calor, ya que la exposicion al calor ralentiza la movilizacion de virus hacia el
meristemo apical. Posteriormente, las plantas se pueden someter a tratamientos adicionales,
como la crioterapia. Los ciclos de termoterapia generalmente abarcan una duracion de 2 a 6
semanas, con temperaturas de 35 a 42°C, dependiendo de la especie vegetal y el virus objetivo
(Wang, Cui, et al, 2018). Aunque una mayor temperatura y un tiempo de exposicion
prolongado aumentan la eficiencia en la eliminacion de virus, esto puede afectar

negativamente la tasa de regeneracion y supervivencia de las plantas. Por lo tanto, es crucial
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definir un rango de tratamiento adecuado. En el caso de RBDV en Rubus, la aplicacion Gnica
de termoterapia no ha demostrado ser suficiente para la eliminacioén del virus; sin embargo, la

combinacion con crioterapia ha mostrado mejores resultados (Wang et al., 2008).

1.5.3.2 Crioterapia

La crioterapia de puntas de brote, conocida como shoot tip cryotherapy, es el
tratamiento de material vegetal infectado en nitrégeno liquido durante cortos periodos de
tiempo para eliminar patdogenos. Este proceso, basado en métodos de crioconservacion, es mas
efectivo y reproducible que métodos tradicionales como el cultivo de meristemos. Los
beneficios de esta técnica incluyen una alta frecuencia de eliminacién de patdgenos, y un
mayor tamafio de material vegetal necesario para la eliminacion de virus, en comparacion a
técnicas como el cultivo de meristemos, lo que reduce las dificultades en la excision de los
brotes y el tiempo de trabajo requerido (Wang et al., 2018).

La distribucion desigual del virus dentro de la planta es base para el éxito de esta técnica.
Mientras mas cerca del meristemo apical de la punta de brote, menor es el la carga viral, lo
que puede resultar en 4reas con un titulo viral muy bajo o libres de virus. Al sumergir los
brotes en nitrégeno liquido, sdlo las células de la parte superior del meristemo apical
sobreviven, mientras que las de la parte inferior mueren. Esto significa que las plantas
regeneradas a partir de brotes tratados con nitrégeno liquido podrian estar libres de virus,
especialmente aquellos que no infectan tejidos meristematicos. Sin embargo, la combinacion
de termoterapia seguida de crioterapia ha demostrado ser efectiva para la eliminacion de virus
dificiles de erradicar, como el Virus de la madera asurcada del manzano (ASGV), con una
frecuencia de eliminacién del 30-100% en cuatro cultivares de manzana (Zhao et al., 2018) y
del 30-45% de RBDV en cultivos de frambuesa (Rubus idaeus) (Wang et al., 2008).

En general, este proceso inicia con la introduccion de plantas infectadas en cultivo in

vitro, seguido de la escision de puntas de brote, preparacion para la deshidratacion y
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congelamiento en el nitrogeno liquido mediante una exposicion gradual a medios con alta
concentracion de sacarosa, exposicion al nitrégeno liquido y post-cultivo para la regeneracion,
finalmente las plantas sobrevivientes son transferidas a invernaderos para evaluar su

desarrollo y diagnostico mediante pruebas de deteccion viral (Wang et al., 2018).



Capitulo 2
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2. Metodologia.

2.1 Material vegetal

En 2024, se realizé un muestreo de cultivos de la variedad Andimora en las provincias de
Pichincha y Tungurahua. Se obtuvo muestras de frutos de la localidad de Pillaro, de los cuales
se extrajo las semillas para ser sometidas a un proceso de escarificacion antes de su
establecimiento en cultivo in vitro. Las semillas fueron lavadas con detergente neutro y
colocadas en tubos tubos de 15 ml cubiertas de sacarosa durante 24 horas. Posteriormente,
fueron lavadas nuevamente y se dejaron secar durante la noche. Luego, las semillas se colocaron
en acido sulfurico al 98% durante media hora y se dejaron secar.

Las semillas escarificadas fueron sembradas en cultivo in vitro siguiendo el siguiente
protocolo de desinfeccion: las semillas se lavaron durante 2 minutos en alcohol, luego durante 20
minutos en una solucion de cloro y Tween 20. Posteriormente, se realizaron enjuagues con agua
esterilizada hasta eliminar las burbujas. Finalmente, las semillas se introdujeron en placas con
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) hasta germinar. Una vez germinadas las semillas se
mantuvieron en multiplicacion en medio MS suplementado con acido giberélico (AG ,0.5mg /L)
y (BAP, 1 mg/L). El pH de los medios fue ajustado a 5.9 con NaOH antes de ser autoclavados.
El subcultivo de multiplicacion de los explantes se realizo cada 4 semanas, en cuarto de cultivo

en condiciones estandar de 24°C con un fotoperiodo de 16 horas.

2.2 Medios de cultivo utilizados para la termoterapia y crioterapia

El medio basal (BM) utilizado como base de todos los medios utilizados en estos
tratamientos consistid de macronutrientes y micronutrientes MS (Murashige y Skoog, 1962),
vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), con 3g/L de sacarosa y solidificado con 3 g/L de Phytagel.

El medio de elongacion (EM) de Mathew et al., 2020 se modifico (2 EM) consistiendo en BM
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con la mitad de concentracion de macronutrientes MS y suplementado con sulfato de cobre, de
acido indol-3-butirico (IBA, 0.05 mg/L), 6-bencilaminopurina (BAP, 0.3 mg/L) y de acido
giberélico (GA3, 0.1 mg/L).

Los medios de precultivo (PCM) consisti6 en macronutrientes MS a la mitad,
micronutrientes MS y vitaminas Linsmaier y Skoog (1965), solidificados con 3 g/L. de Phytagel
y tres concentraciones de sacarosa (0.25 M, 0.5 M y 0.75 M).

La solucion de carga (LS) consistio6 en BM con macronutrientes MS a la mitad, 2M de
glicerol y 0.4 M de sacarosa. La solucion de vitrificacion de plantas original (PVS2) se modifico
segiin Matthew et al. (2020) y consistié en 30 % (p/v) de glicerol, 15 % (p/v) de etilenglicol y 15
% (p/v) de dimetilsulféxido en medio MS con 0.4M de sacarosa.

La solucién de recuperacion (RS) consistio6 en medio BM con macronutrientes MS a
concentracion media y 1.2 M de sacarosa. El medio de recuperacion (RM) consistié en BM con
0.58 M de sacarosa y solidificado con 3 g/L. de Phytagel. El medio de regeneracion (RegM)
consisti6 en BM suplementado con 0.1 mg/L de IBA, 1.0 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de GA.
Todos los medios fueron llevados a un pH de 5.8 utilizando NAOH antes de ser autoclavados.
Las soluciones LS, PVS2 y RS fueron esterilizadas mediante filtracion con un filtro de 0.45 um

de nitrocelulosa.

2.3 Termoterapia

Antes de la termoterapia, los explantes fueron colocados en 2 ME durante 4 semanas en
condiciones estandar. La termoterapia consistio en diseccionar los explantes a 0.5 cm y luego
colocados en nuevo medio 2 EM en placas. Posteriormente, fueron transferidos a una
incubadora con 38°C durante 16 horas con luz y 26°C durante 8 horas en la oscuridad durante un

periodo de tres semanas (Mathew et al., 2020 modificado)
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2.4 Crioterapia

Se siguid el protocolo descrito por Mathew et al. (2020). Después de la termoterapia, los
explantes fueron reducidos a 1 mm y transferidos secuencialmente a los medios de
pretratamiento. Las puntas de brote se colocaron en medio PCM con sacarosa a una
concentracion de 0.25 M obre papel filtro estéril durante 24 horas a 4°C en la oscuridad. Luego
se transfirieron al medio PCM al 0.5 M de sacarosa durante 24 horas en las mismas condiciones.
Finalmente, las puntas se mantuvieron en medio PCM a 0.75 M de sacarosa durante 72 horas en
las mismas condiciones.
Las puntas luego fueron transferidas a la solucion de carga (LS) helada y se mantuvieron en ella
durante 20 minutos sobre hielo. Luego, se transfirieron a la solucion PVS2 helada durante 30
minutos, agitando cada 2 minutos. Posteriormente, las puntas se colocaron en gotas de PVS2
sobre tiras de aluminio estériles (5 x 25 mm) y se sumergieron en nitrégeno liquido (LN) durante
1 hora.

Para la descongelacion y recuperacion, las puntas se transfirieron inmediatamente a la
solucion de recuperacion (RS) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego, se
transfirieron a placas con medio de recuperacion (RM) durante 24 horas en oscuridad.

Posteriormente, las puntas se colocaron en medio de regeneracion durante 6 dias en
oscuridad y luego fueron expuestas a la luz. Los subcultivos se realizaron en medio de
regeneracion (RegM) cada 2 semanas durante 2 meses.

Después de los tratamientos se registro la supervivencia, determinada por la presencia de
callos o crecimiento nuevo, y la regeneracion, evaluada por la formacion de plantulas completas

capaces de ser trasladadas a medio de elongacion (EM).
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2.5 Disefio experimental

Se establecieron tres grupos experimentales para evaluar el efecto de los tratamientos de
termoterapia y crioterapia sobre la supervivencia, regeneracion y posible eliminacion viral en
Andimora:

e El grupo control, conformado por 10 explantes elegidos al azar, que se mantuvo en
condiciones estandar sin exposicidon a tratamientos térmicos o criogénicos, para
determinar su viabilidad bajo condiciones normales de cultivo in vitro.

e El grupo tratado con termoterapia incluy6 30 explantes, los cuales fueron sometidos a un
régimen térmico controlado de 38 °C durante el dia y 26 °C durante la noche por un
periodo de tres semanas.

e El grupo tratado con termoterapia seguida de crioterapia estuvo conformado por 58
explantes. Estos fueron expuestos al mismo régimen de termoterapia inicialmente,
seguido por el protocolo de crioterapia modificado.

Cada grupo fue evaluado en funcion de la supervivencia (presencia de callos o crecimiento

nuevo) y regeneracion (formacion de plantulas y estructuras vegetales completas capaces de ser

trasladadas a medio de elongacion).

2.6 Diagnostico mediante RT-PCR

Se realiz6 una extraccion de ARN total partiendo de 70 mg de tejido, siguiendo el protocolo
basado en un buffer de extraccion de cloruro de litio, seguido de clarificaciones con acetato de
potasio (Kac) e isopropanol. (modificado de Halgren et al., 2007). Tras la extraccion, se utilizo el
protocolo de retrotranscripcion Promega M-MLV V 200 U/ul, utilizando los siguientes
pardmetros: 5 minutos de incubacion a 25 °C, 1 hora de extension a 37°C y 10 minutos de

inactivacion de la enzima a 85°C.
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El cDNA resultante se utiliz6 en una PCR de punto final utilizando el protocolo de GoTaq
Green Master Mix (Promega) con los siguientes parametros: un ciclo inicial de desnaturalizacion
de 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 4 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 40 segundos de
hibridacion de cebadores a 55-58°C, 1 min de extension a 72°C y un ciclo de extension final de 7
minutos a 72°C. Los cebadores utilizados se muestran en la tabla 1. El producto final de PCR se

validé mediante una electroforesis de 40 minutos a 90 voltios en un gel de agarosa al 2%.

Tabla 1

Descripcion de los cebadores utilizados en el ensayo PCR

Virus Nombre Secuencia Tamaifio del Regién
amplicon (bp) objetivo
Raspberry RBDV 427 F 427 CP
bushy AAAGACKYSCAGAAATCCG
dwarf virus TTA
RBDV 427 R
TGWAWARGAAGTTDGCCC
ATTT
Rose RIV_ 2 S3 F2 CCATGTGGGAYAATTGTGC 1281 Full-length
ilarvirus - 2 CAC CP

RIV 2 S3 R1 GTTTRGCCAACGATGCCTT
C




Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

3.1 Supervivencia y Regeneracion

Se evaluo la supervivencia de las plantas de Rubus glaucus (variedad Andimora)
sometidos a tres condiciones experimentales: grupo control (sin tratamiento), termoterapia, y
termoterapia seguida de crioterapia. En este trabajo la supervivencia se define como la presencia
de signos iniciales de vida en el explante tratado, como formacién de callos o crecimiento
visible. A su vez, la regeneracion implica el desarrollo completo de una nueva planta o
estructuras vegetales a partir del tejido cultivado, evidenciando su potencial para continuar

creciendo en condiciones controladas. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2

Porcentaje de supervivencia y regeneracion segun el tratamiento aplicado

Tratamiento N° plantas Supervivencia (%) Regeneracion (%)
Control 10 100.00 100.00
Termoterapia 30 6.67 0.00
Termoterapia + Crioterapia 58 6.89 5.17

El grupo control mantuvo una supervivencia del 100 %, confirmando que explantes de la
variedad Andimora, a pesar de estar infectados con RBDV y RIV-2, son perfectamente viables
bajo condiciones de cultivo in vitro estdndar (Figura 1). En contraste, la termoterapia de 21 dias
redujo la supervivencia a 6,67 %, lo que evidencia que el estrés térmico prolongado compromete
significativamente la viabilidad de los meristemos. Resultados similares fueron descritos por

Wang etal. (2008), donde la supervivencia de los explantes de frambuesa (Rubus idaeus)
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disminuy¢ drasticamente al alargar el tiempo de exposicion al calor, de 95 % a 32 % cuando el
tratamiento pasé de 21 a 42 dias. Ademas, la termoterapia provocod una disminucién en la
capacidad de regeneracion, manifestada en la en la formaciéon de callos en los meristemos
(Figura 2), un efecto que se ha observado en numerosos sistemas vegetativos y que se atribuye a

dafio celular, vacuolizacion excesiva y reduccion de la tolerancia al congelamiento.

Figura 1

Grupo control en cultivo in vitro
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Figura 2

Formacion de callos después del tratamiento de termoterapia

La combinacién termoterapia seguida de crioterapia presentd una supervivencia

ligeramente mayor y, lo mas relevante, una regeneracion del 5,17 %, observandose la formacion
de hojas nuevas en los meristemos (Figura 3). En este tratamiento la crioterapia elimina las
cé¢lulas mas diferenciadas, mientras que la termoterapia previa aumenta la proporcion de tejido
libre de virus en la zona apical. Sin embargo, el calor también puede llevar a la generacion
células vulnerables, con vacuolas agrandadas y signos de deshidratacion, que al ser expuestas a
nitrégeno liquido sufren dafio por cristalizacion de agua y ruptura de membranas, reduciendo la
capacidad de regeneracion (Magyar-Téabori et al., 2021). Por ello, aunque la combinacion
aument6 ligeramente la supervivencia (6,89 % vs 6,67 %), la tasa de regeneracion sigue siendo

baja.
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Figura 3

Regeneracion de los meristemos después del tratamiento combinado de termoterapia y

crioterapia

En conjunto, los resultados evidencian que el calor prolongado es aumenta la mortalidad
de los explantes, mientras que la termoterapia seguida de crioterapia resulta en un pequefio grupo
de meristemos capaces de regenerarse, creando las condiciones necesarias para la eliminacion

viral sin reducir completamente la viabilidad de los explantes.

3.2 Diagnostico viral

Para la deteccion de los virus Raspberry Bushy Dwarf Virus (RBDV) y Rose Ilarvirus 2
(RIV-2), se realiz6 un diagndstico molecular mediante RT-PCR en los grupos experimentales.
Con el fin de mejorar la sensibilidad del andlisis y permitir la deteccién viral a partir de

cantidades minimas (inferiores a 1 mg) de tejido vegetal, se optimiz6 el protocolo de extraccion
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de ARN, basado en el método de Halgren et al. (2007), adaptado para condiciones a 4 °C. Las
modificaciones incluyeron el uso de:

e 350 uL de buffer de extraccion con 1% de 2-mercaptoetanol,

e 300 pL de acetato de potasio,

e 500 uL de isopropanol,

e 15uL desilica,

e 50puL de agua ultrapura para la elucion final, a partir de lo cual se logrd recuperar

aproximadamente 40 uL. de ARN total por muestra, con una concentracion promedio de
19.81 ng/ pL.

Este protocolo fue aplicado tanto al grupo control como a los grupos tratados, permitiendo
realizar la extraccion sin comprometer la integridad de los explantes.

En el grupo control, compuesto por plantas no sometidas a tratamiento, se confirmé la
presencia de RBDV y RIV-2 en el 100% de las muestras analizadas (Figura 4). Este resultado
valida que el material vegetal inicial estaba infectado y que, en ausencia de intervencion, los
virus persisten en los explantes incluso cuando estos son multiplicados bajo condiciones de

cultivo in vitro.
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Figura 4

Resultados de la deteccion por RT-PCR en el grupo control
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Al momento de la preparacion de este documento, el diagndstico viral no pudo ser realizado
en muestras correspondientes a los grupos sometidos a los tratamientos (termoterapia y
termoterapia + crioterapia), debido a la lenta regeneracion del tejido. Las plantas sobrevivientes

presentan un tamafio reducido y una biomasa limitada, lo que impide la extraccion de tejido sin
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comprometer su viabilidad. Por esta razon, se ha decidido posponer esta etapa hasta que los
explantes alcancen un desarrollo suficiente que permita realizar un analisis no destructivo.

Esta decision responde a la necesidad de preservar los pocos explantes regenerados, ya que
estos posiblemente podrian representar el inicio de lineas libres de virus, y a su vez, evitar la
generacion de falsos negativos en la deteccion por insuficiencia de muestra. Una vez que las
plantas tratadas alcancen un tamafio Optimo, se procederd con el diagndstico molecular para

evaluar la eficacia del protocolo propuesto en la eliminacion viral en Andimora.
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Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Los tratamientos afectaron negativamente la regeneracion y supervivencia de los
meristemos tratados. La termoterapia redujo la supervivencia al 6.67%, evidenciando el
dafio causado por el estrés en explantes, en comparacion al grupo control que mantuvo
una supervivencia del 100%. Sin embargo, un indice ain bajo de supervivencia y
regeneracion de meristemos libres de virus puede tener un gran impacto a la hora de
establecer una linea de plantas de mora libres de virus.

La combinacion de termoterapia y crioterapia mostrd un pequefio incremento en la
supervivencia, y se logrd reportar formaciéon de nuevas estructuras vegetales en los
meristemos tratados, demostrando que este protocolo puede ser una estrategia util para
obtener plantas sanas y libres de virus tras optimizar las condiciones y pardmetros del
tratamiento.

Hasta el momento solo se ha realizado el diagndstico viral en el grupo control, ya que los
meristemos sobrevivientes de los tratamientos aun presentan un tamafo reducido que
impide su evaluacion. Por lo tanto, la confirmacion de la eliminacion viral en los grupos

tratados dependera del crecimiento de los explantes regenerados.

4.1.2 Recomendaciones

Implementar tratamientos de termoterapia con distintas duraciones y ciclos de
temperatura para determinar los pardmetros mas adecuados que permitan incrementar la

supervivencia de los explantes sin comprometer su capacidad regenerativa.
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e Utilizar pretratamientos como la incorporacion de 4cido salicilico en el medio de cultivo
o la aclimatacion previa al frio con el fin de aumentar la tolerancia de los meristemos al
estrés térmico y favorecer su regeneracion posterior.

e Evaluar los tratamientos propuestos en diferentes variedades de mora andina para
identificar aquellas que presentan mayor tolerancia al estrés térmico y criogénico, y
adaptar los protocolos segiin las variedades preferidas por los productores de cada
localidad.

e Implementar ajustes en los protocolos de crioterapia, considerando variables como el tipo
de solucion utilizada (PVS2 vs PVS3) y el tiempo de exposicidon, con el objetivo de

encontrar un equilibrio entre la tasa de regeneracion y la eficacia en la eliminacion viral.
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