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INTRODUCCION

La importancia de las enfermedades producidas por virus en los &r-
holes frutales, radica sobre todo en el hecho de que se trata de enfer-
medades incurables. No existen mélodos de fucha curativos propiamente
dichos, del tipo de los que se utilizan para combatir en el campo otras
plagas y enfermedades. Si existen, sin embargo, algunos métodos de re-
generacién de clones, que son curativos en el sentido de que permiten
cbtener fragmentos de planta sanos a partir de plantas enfermas Estos
métodos se hacen imprescindibles cuando nos encontramos con detet-
minadas variedades, generalmente de origen antiguo, en las cuales re-
resulta imposible descubrir ni un solo clon libre de virus, lo que convierte
en inttiles los métodos habituales de lucha preventiva basados en la se-
leccién sanitaria (Morvan, 1971).

Los métodos de regeneracién de clones son fundamentalmente tres:
— El cultivo de meristemos.

— La termoterapia.

— La quimioterapia.

De estos tres métodos, el tnico desarroliado en gran escala, en el caso
de los drboles frutales ,es el de la termoterapia, del que existe una abun-
dante bibliografia. Tratando de sintetizar tantos datos dispersos, se cele-
bré en 1970 un coloquio sobre «La Termoterapia de las Especies Lefiosas»
en la Estacién de Cultivos Frutales y Horticolas de Grand-Manil, en Gem-
bloux (Bélgica). La documentacién de este coloquio, junto con muchos
trabajos anteriores y posteriores al mismo, nos servird de base para la
presente revisién que se dedicara, preferentemente, por lo que hemos
dicho, a la termoterapia. :

1. El cultivo de metristemos

E] cultivo de meristemos, como método de obtener fragmentos de plan-
ta sanos a partir de plantas enfermas, se basa en que los virus, aunque
en teoria se difunden por toda la planta infectada, no suelen alcanzar a
las células indiferenciadas de los extremos de los tallos, es decir, los
meristemos apicales. En consecuencia. si se logra separar dichos meris-
temos vy cultivarlos «in vitro», podremos obtener plantas sanas. Por este
procedimiento se han obtenido resultados muy satisfactorios en el caso
de la patata, clavel, dalia, crisantemo, etc., habiendo estudiado varios au-
tores (Baker y Phillips, 1962; Hollings y Stone, 1968; Quak, 1970) los di-
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ferentes factores que influyen en el éxito de esta técnica: la variedad
empleada, la composicién del medic de cultivo, el tipo de seporte y de
recipiente utilizado, las condiciones de esterilizacién, el tamafio de los
apices, los factores ambientales, elc

A pesar de estos conocimientcs adquiridos, el cultivo de meristemos
presenta todavia muchas dificultades en el caso de los arboles frutales,
cuycs meristemos resultan hoy por hoy casi imposibles de cultivar por
no emitir raices. Tratando de salvar este obstéculo, se ha intentado re-
cientemente (Pefia v Ayuso, 1973) aplicar a los frutales la técnica del
microinjerto «in vitroe», ya utilizada anteriormente en la regeneracién de
clones de agrios, para evitar la excesiva prolongacién del periodo juvenil
en las plantas resultantes de embriones nucelares (Murashige et al,
1972).

2. La termoterapia

2.1  Fundamento y objetivos

El fundamento de la termoierapia radica en la accion del calor sobre
la multiplicacion de los virus. Mas adelante nos dstendremos algo més
en el modo en que tiene fugar dicha accidn. Ahora nos bastara saber que
a partir de ciertas temperaturas, se produce la inmovilizacién o la inac-
tivacion del virus dentro de la planta huésped.

Aunque existen referencias de la inactivacion total de virus del fresal
en plantas cultivadas en condiciones naturales de elevadas temperaturas
(Frazier et al, 1965), se cree que durante los tratamientos por termo-
terapia la fnactivacidon de los virus raramente es definitiva, de modo que
la curacitn de una planta completa se considera poco menos que impo-
sible. Sélo los apices de los brotes crecidos durante el tratamiento pre-
sentan probabilidades bastante altas de estar libres de virus. Desde
este punto de visia, la termoterapia no seria mas gque una modificacion
o mejora del cultive de meristemos apicales que, al permitir trabajar con
épices de 0,5-1 cm, en lugar de reducirse al simple meristemo mas uno
o dos primordios de hojas, con una longitud total entre 0,1 v 0,5 mm.,
aumenta notablemente la facilidad de mansjo y e! porcentaje de éxifos.
La utilizacién conjunta def cultivo de meristemos y del tratamiento tér-
mico, con objeto de incrementar el tamafio de los dpices sin que pierdan
por ello su cardcter de libres de virus, ha sido aplicada por Houten et al.
£1967) al clavel, crisantamo vy fresal.

Sin embargo, también algunas yemas laterales pre-existentes al ira-
tamiento pueden quedar libres de virus por efecto del calor, aunque [as
probabilidades sean menores que en el caso de los apices formados du-
tante el tratamiento. Estas diferentes posibilidades originan los diversos
métodos de termoterapia por aire caliente que describiremos en 222

El principal objetivo de la termoterapia es, claro estd; la obtencidn
de material vegetal libre de virus. Con esta intencion ha. sido aplicada
en multiples ocasiones a numerosas especies lefiosas: el rosal (Holmes,
1960; Traylor et al., 1967), el manzano y el peral (Posnette et al, 1962;
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Fry, 1970}, la vid (Galzy 1864}, el melocotonero (Marenaud y Saunier,
1962}, el frambueso (Putz, 1970), eic.

Otra aplicacién menos utilitaria de la termoterapia, pero muy intere-
sante para el investigador, es la posibilidad de aprovechar la diferente
duracién del tratamiento requerido para eliminar a cada uno de los com-
ponentes de un complejo viral, para separarlos y poner asi de manifiesto
su composicion (Marenaud y Keramidas, 1969)

22 Métodos
2.2.1. Termoterapia por agua caliente

En su estudio general de la termoterapia como medio destructor de
patogenos, Baker {1962) distingue dos grandes métodos segdn la inten-
sidad del calor aplicade y la duracién de la aplicacion:

— Alta intensidad/corta duracién de aplicacién,
-— Baja intensidad/larga duracién de aplicacion.

El primero de estos métodos es el que se aplica por medio del agus
caliente, a temperaturas del orden de los 50-60° C, en la que se sumergen
érganos en estado de latencia durante un tiempo gue puede variar entre
pocos minutos y algunas horas Naturalmente, este método no es apli-
cable durante fa fase de vegetacidn activa, ya que las citadas tempera-
turas dafiarfan irremediablemente a las plantas Tiene su maxima aplica-
cidn en el cultive de la cafia de azlucar, en el que todo el material de
plantacién es tratado sistematicamente (Kassanis, 1965). A los Aarboles
frutales fue aplicado por primera vez por Kunke! (1936) sobre meloco-
tonero y, aunque posteriormente ha sido ensayado sobre cerezo, manzano
v ciruelo (Marenaud y Dunez, 1969}, pronto se comprobé que este mé-
todo era poco practico frente a las ventajas de la termoterapia por aire
caliente,

2.2.2. Termoterapia por aire caliente

En contraposicion con el método anterior, la termoterapia por aire
caliente cotresponde a una baja intensidad/larga duracion de aplicacion
Los tratamientos se realizan en cédmaras con control de temperatura, luz
y humedad. Las temperaturas més adecuadas son de 37-38° y la duracion
de aplicacién oscila entre una y varias semanas.

Segln la parte de la planta que se utiliza para la multiplicacién des-
pués del tratamiento, se distinguen varios métodos:

— El que podemos denominar «clasico», empleado inicialmente por
los investigadores europeos {Posnette et al, 1962; Campbell, 1962, etc],
y que consiste en utilizar solamente los apices de los brotes crecidos
durante el tratamiento, en la suposicidn de que el efecto del calor sobre
los virus se reduce a su inmovilizacion o, al menos, a la neta reduccion
de su velocidad de multiplicacion en los tejidos gue se hallan en pleno
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planta, que peérmanecerd infectada, Y ser injertados sohre un patrén sano.

— El método llamado Nyland debido a este investigador norteameri-
cano, el cual puso de manifiesto, primero en frutales de hyeso [Nyland,
1960} y luego en manzano (Welsh y Nyland, 1965), que, contrariamente
a lo que se crefa, las yemas laterales de hrotes pre-existentes al ftrata-
miente pueden quedar libres de virys tras un perfodo de dos semanas

a 38° C. Ello Supcne una verdaders thactivacidn irreversible del virus v
no una simple inmovilizacion

-— Una variante debida a Hunter et gl (1958), consiste en injertar
una yema del &rbol enfermo sobre un patrén sano Y. unos dias después,
suficientes parg que prenda la yema PEr0 no para que se difunda el
virus en el patrén, introducir |g plaria en Ia camara, Completado el tra-
tamiento, se favorece el crecimiento de Ia yéma injertadg.

Winter (1965) realizé, en el caso concreto de un virus del manzano,
una experiencia que, basandose en la dltima téenica descrita, comparaba
los Porcentajes de curacién entre plantas obtenidas a partir de apices vy
de yemas laterales Dichos porcentajes fueron Semejantes, pero, aun ad-
mitiendo que con otros virus el porcentaje de curacion fuese superjor

i ices, el rendimiento final puede ser favorable a I3 utiliza-
cion de yemas laterales, ya que de cada brote se obtienen varias yemas
laterales por un solo dpice. Por otrg parte, el injerto de yemas latarales
ofrece muchas menos dificultades que el de yemas apicales,

2.3, Factores que inflo

yen en el crecimientg durante el tratamiento
térmico

En este punto, como en todos los siguientes, nos referiremos ya siem-

pre a la termoterapia por aire caliente, que es la que se utilizg casi ex-
clusivamente Para los &rboles frutales.

2.31 Preparacion del material vegetal

Los arboles que van a Ser sometidos al tratamiento necesitan previa-
mente un periodo de habituacién a la vida €N Maceta. Este periodo puede
variar de uno a tres afos segun la preparacign que se de al material,
Por ejemplo, se puede injertar un portainjerto plantad
invierno anterior y tratarlo al afig siguiente (1), o bien no tratar al afo
siguiente al injerto, sino Esperar un afio mas (2). o todavia, injertar
Un portainjerto plantado en vivero, trasplantarlo g fMaceta al afio de in.
jerto y tratar un afio después (3)
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i : imiento
El procedimiento (1) es arriesgado _Es_r}ece_s‘arl?j (lqut?roetle C;eférbnajaﬂo
inicie en invernadero, esperar a lal][gplﬁcamon el b rebajaro
otonoe bre tres o cuatro yemas, iniciando el tratamiento e ol mo
it o o reés’ras empiscen a brotar. El procedimiento [3)‘ esdff i efo
me-nto en qu‘edesar'rollo de la pianta, pero es muy largo. Ellproce {mlenE
e n;:J?:an fargo y da resultados suficientemente satlifa[c_:;co;mgﬁpﬂs_
égivggiente hacer una poda relativamente cobrtatde ﬁztosse arrncflelsgeh uprt
miendo los ramos necesarios para que los brotes

a otros (Maroquin, 1970b).

2.3.2. Aclimatacién previa

Si los arboles a tratar se someten bruscamer}‘ge a la tempeir:r'i?cr)aqﬁz
?’38[o C, se produce, cuando menos, una detencion del_ %remrér:lb()]es lue
o de dL,[r'ar‘ dos o tres semanas. En el €aso d_e_que dichos irboles o3
pue davia en reposo, éste persiste mdeﬁmdamente y si, p {Ma:
tuwesen_ ‘tclll aVI tn brote, lo hace débilmente y termina por secarse Ma
o d_esarrqmab]a gDe ahi c:fue este autor y otros [Campbt_all, 1970;] recda
;?ﬁafc?énfubir ia temperatura progr‘esivamentel, cua}[tr'o_c; igncg(?gaegtsa C;?re-

o di hasta llegar a la reguerida por e Tratamien

ggﬁgigndfes'elimina e? efecto de chogue descrito.

2.3.3. Huminacién

Para que los arboles crezcan en Ia_s CO‘nd.lC'IDHGSI de ;rlenlcgeerri’éurj?]tgﬁ-
querida por el tratamiento, es necesario Su_mlmstrar e;o%oalux Sy
sidad luminosa que, como minimo, pusade cafr‘ars? en alivads mor &1
segun Boxus (1970b), en las descripciones de camargs Ir_g (Facas por o
Versos autores, oscila entre 2000 y 20._0_00 lux. Eg Crlea Icgm’posicién o
fluye la intensidad luminosa,‘ sino también la calidad o
pectrat de la luz y el fotoperiodo.

La composicién espectral de la luz artificial de;stmada a re([ageplgzraorof
complementar a [a luz natural, tiene una ’gr'an'lmaorta:glaexceso A ini
1970} . Es preciso evitar, por ejemplo, las !amparas 01%“700] bor otro par.
frarrojos, ya qué producen quemadur'a_s (Desv:gn.es, e 'luminosa b
te, fa comparacién entre diferentes mv_e]es de intensida uminosa solo
pu,ede reatizarse entre |amparas del mismo espectro, ya tcgas cloras re
diaciones pueden ser nocivas a un nivel en el que o
(Martelli, 1970b).

. St ieciséis ho-
o fuanto al fatoperiodo, se agngte _qg@ ° op;l?goﬁzciecf)ir‘?cé?(zlcstitud
i 51 Dien no
tas de luz y ocho horas de oscuridad, ' aturas  (Boxus,
; cps tales temperatura
toperiodo éptimo de cada especie a tales ‘ SU-
?EIB?IJ?:LJ I:'Sélo se sabe que a partir de tas dieciséis horas de luz, el

i f luminosg,_.=
plemento de crecimiento obtenido con un aumento del periodo 0,

es tan débil que no compensa el gasto gupleme-nt_ario_ de elec|t|20;dag’ﬁf
partir de las veinte horas de luz, el crecimiento =dnsm;]nuye éel c?ia-ﬂ@?la-‘
tenerse por completo, si se ilumina las veinticuatro horas ﬁro
roquin, 1970b). .




234 Humedad

De igual modo que sucede con la iluminacion, lcs érboles sometidos
al tratamiento térmico requieren también, para evitar su deshidratacion,
una humedad relativa elevada en la atmodsfera de la camara, asi como
un aporte continuo de agua a nivel de las raices. Aunque algunos autores
opinan que un 50 por 100 de humedad relativa es suficiente (Van Der
Meer, 1970a), la mayoria prefiere cifras superiores, entre 50 y 70 por 100
(Martelli, 1970a), o entre 50 y 80 por 100 (Campbell, 1970a), e incluso
algunos cbtienen los mejores resultados con humedad relativa entre el
90 v 100 por 100, es decir, con una atmdsfera practicamente saturada de
agua (Boxus, 1970a; Maroquin, 1970b).

El tipo de lamparas utilizado influye en el nivel de humedad requerido,
ya que un espectro rico en infrarrojos exige una humedad relativa mayor,
por producir mds caloy a nivel de los tejidos foliares (Maroquin, 1970b]).

235 Nivel de CO,

Aun en condiciones luminosas muy buenas (dieciséis horas de luz),
puede suceder que el carbono de la planta resulte agotado por la gran
intensificacion de la actividad respiratoria de los arboles a las tempera-
turas regueridas por el tratamiento. De ahi que Kristensen (1966) sugiera
la adicion de CO, a la atmésfera de las camaras, con el fin de estimular
la actividad fotosintética

2.3.6. Nutricién

Este factor juega un papel importante antes y durante el tratamiento.
Se ha comprobado, v es ldgico que asi suceda por el incremento de la
actividad respiratoria antes citado, que las plantas con mas cantidad de
reservas sobreviven mejor al tratamiento térmico (Nyland, 1962),

Durante el tratamiento, es muy conveniente que las necesidades de
nutrientes se hallen totalmente satisfechas. En algunas especies es fre-
cuente la rapida aparicién de deficiencias en hierro a tales temperaturas,
por lo que el uso de guelatos es beneficioso (Campbell, 1970a). Sin em-
hargo, hay que ser muy prudentes antes de realizar pulverizaciones folia-
res, ya sea con hormonas de crecimiento, fungicidas, etc., durante el tra-
tamiento, yva que las altas temperaturas aumentan extraordinariamente [a
sensibilidad de las hojas frente a los productos guimicos, originidndose
guemaduras facilmente Observaciones realizadas con el microscapio elec-
trénico, sobre hojas tomadas durante el tratamiento, han puesto dz ma-
nifiesto la ausencia de la capa de cera que recubre las hojas normalmen-
te. Ello permite a las sustancias quimicas peneirar sin barreras en las
células de la epidermis (Campbell, 1970b). ' :

2.3.7. Temperatura del sistema.’ radiéular_ -

Puesto que la temperatura de 37-38° C° se requiere exclusivamente
en la parte aérea, todo sistema que permita obtener un enfriamiento a
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nivel del sistema radicular, serd beneficioso para sl crecimiento. En al-
gunas camaras se consigue un enfriamiento de 10° C mediante un ser-
pentin gue recorre el agua de la balseta donde se situan las macetas y
cubriendo la parte superior de éstas con un material aislante (De Buss-
chere, 1965). Sin embargo, segin Maroguin (1970b), 3 ¢ 4° C de eniria-
miento son suficienies y ello puede conseguirse simplemente con agua
ligeramente corriente bafiando la base de las macetas.

238 Epoca del tratamiento

Segun Maroquin (1970b}, a primeros de afio, con plantas que salen
dai reposo vegetativo, se obtienen los mejores y mayor nimere de api-
ces injertables. Estes épices dispondran, ademaés, de todo el verano para
crecer y alcanzar el invierno siguiente en las mejores condiciones, Igual-
mente, seran los que permitirdn un més rapido y completo control del
resultado del tratamiento, por producir mayor nimero de yemas laterales
Por todos los conceptos, pues, ésta es la mejor época para realizar los
tratamientos.

2.39. Susceptibilidad especifica al calor

Manteniendo fijos todos los demds factores, las diferentes especies
presentan diversos grados de sensibilidad al calor, Para Campbell (1970a],
el manzano y el peral se mu=sstran relativamente toleranies, mientras el
cirueio y el cerezo son bastante sensibles. Para Maroquin (1970b), el
orden creciente de sensibilidad es el siguiente:

Méxima temperatura

Especie tolerada
Manzano = ‘ ‘ 39° C.
Ciruelo . . o . L ‘ 37,5° C.
Peral = . | o . 37° C.
Cerezo L . 36,5° C.

La diferente situacion de peral y ciruelo puede ser achacada a la dis-
tinta sensibilidad de las variedades con las que trabajaron ambos inves-
tigadores. También Desvignes (1970c) da la lista de sensibilidad que ha
obtenido en el curso de sus trabajos. Por orden creciente de sensibilidad:
manzano, melocotonero, albaricoquaro, almendro, ciruelo, peral y cerezo
Esta lista coincide con la anterior, pero incluye mas especies. Como se
ve, el manzano aparece siempre como la especie mas itolerante vy el ce-
rezo comoe la mas sensible,

24 Instalaciones

Conociendo ya los principales factores que influyen en el crecimien-
to durante el tratamiento térmico, quedan también definidas la mayoria
de las necesidades qua deben ser cubiertas por las instalaciones. Estas
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deben permitir, en primer lugar, yn reglaje reproducible y preciso de las
condiciones ambientales deseadas (De Groot, 1970).

para obtener buenos resultados
complicadas y bharatas (Fridlund,
satisfaccign. E| principal defecto d
mar «caseras», es que, al no estar estandarizadas las condiciones de tra-
bajo, es difici reproducir las eXperiencias y comparar los resultados de
otros lahoratorips (Boxus, 1970c).

La principal decisign a tomar, antes de instalar una camara, es la de
51 se va a utilizar Juz natural o artificial Ep realidad, siempre se utiliza
luz artificial Y la eleccion ests entre si se vag g emplear exclusivamente
(instalaciones de paredes opacas) o complementando a |a natural (insta-
laciones de paredes transparentes) . Algunos autores prefieren la ilumi-
nacion natural por razones de calidad de | luz y fotoperiodo {Maroguin,
1970b; Campbell, 1970b) . Sin embargo, la construceion de camaras den-
tro de invernadero plantea dificiles problemas de regulacién de tempe-
ratura. En los dias soleados del verano hay que recurrir al sombreado
de la camara y al enfriamiento Por grupo frigorifico, para evitar una ele-
vacion excesiva de |a temperatyra (Boxus, 1970a; Van Der Meer, 1970a).
De esta forma, la juz natural es insuficiente ¥ se hace necesario comple-
mentarla con la artificial

En las instalaciones de paredes Opacas (a menudo en sotanos}, el
grupo frigorifico eg inrecesario ¥y su ahorro tompensa el mayor gasto de
energia de la iluminacisn totalmente artificial (Smets, 1970), aparte de
simplificar g regulacion de temperatura (fotos 1 Y 2). Resumiendo (Mar-
telli, 1970b), puede decirse que el empleo de |(z artificial permanente
es la solucién mas bharata y practica, mientras que el empleo de luz na-
tural m4s suplemento de iz artificial, es |g solucién mejor para el cre-
cimiento,

La eleccion ests también condicionada por el tipo de ldmparas g ins-
talar (vapor de mergurio, tubos fluorescentes, etc) v la intensidad i
minosa deseada Ya vimos en 2.3.3. como ésta variaba en |as distintas
descripciones entre 2.000 y 20.000 lux. lndudabiemente, la obtencisén de
fuertes intensidades luminosas no se logra sin g produccion simultinea
de una gran cantidad de calor que hay que eliminar (mediante un extrac.
tor de aire en [g camara de iluminacién), sino S€ quiere complicar ex-
cesivamente g regulacion de temperatura (Desvignes, 1970a). Hoy en
dia es posible, mediante combinaciones de distintos tipos de l[dmparas,
obtener Ig Composicion espectra] mas favorable a ung alta actividad fo- _
tosintética (Naumann, 1970a) . Con ello, las ventajas de la luz natyral
pierden gran parte de SuU valor Otra ventaja de emplear sélo |y artifi-
cial es que, si tonviene (en zonas o periodos calurosos, por ejemplo), se
puede invertir el ciclo luz-oscuridad para facilitar |a eliminacién del calor
producido por las lamparas (Boxus, 1970a) .
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. . i xterior de una cémara ] iente, para mejor

Fotos 1dy 2"_Vc;Z;a (u:x;t]ergir réciito de tubos fIucll_r‘escentgiiégd%%qu;i;eratﬁra es. de
de paredes opacas, duci los mismos. La requ Espafia de

RSP cido por los . sentante para Esp
‘ dl i . ‘ ini gliminacién del calor pro uc entileza de Hucoa-Erlés  repre
El calor necesario para el tratamle-nt.o puede‘ser Suministrado de muy- este modo muy facil (Por ngsons Ssiontific Anparatus

chas maneras. Quizas una de las soluciones mas originales, sea la des- i
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Foto 3-—Vista interior de la cémara d
¢ . e paredes opacas, del Centro Técnico Ink -
i%ssmr;?;lad(?o Frutols yf Hortalizas de Lanxa.de (Francia). Se observan los cables e?és’zr(;-
s por teflén para Ia_ pr_oducctén de calor, y la balgeta para el riego por
capilaridad. (Foto del autor)

crita por Desvignes (1970a): cables eléctricos aislados por teflén blin-
dado_, que recorren varias veces el perimetro de la camara (foto 3). El
funcionamiento de los cables, o, en general, de los aparatos pr‘oductdres
del calor, se regula a través de termostatos cuya precision es indispen-

sable para el éxito del tratami
: iento. Normalmente, no deben existir
ciones superiores a + 1° C. ’ fir fluotua

El mantenimiento de los altos niveles de humedad relativa sefala-
dos en 2.3.4. requiere a menudo el empleo de humidificadores que intro-
ducen agua pulverizada en la atmésfera de la camara (Maroquin, 1970 a)
Otros autores afirman que basta la evaporacién del agua de r‘lzego y Ia
transpiracion de las plantas para mantener dichos niveles de humedad
($oxus,_ 1970a) . Posiblemente ello dependa del tipo de riego utilizado
5i se riega manualmente muy a menudo, como lo exige la temperatur-aﬂ
del tratamiento, se producen numerosas gotitas de agua que al evapo-
rarse suministran humedad suficiente al aire de la cdmara. En cambio
si se recurre al riego por capilaridad, introduciendo la base de las mace-
tas en una balseta permanentemente liena de agua, la evaporacion puede
no ser suficiente para mantener la humedad requerida. ;

Aunque el riego por capilaridad puede su i

i or poner, como hamos visto, la
neces_ldad de un hun_m_dlﬁcador', presenta, no obstante, bastantes ventajas
En primer lugar, elimina [a necesidad del riego frecuente y manual En
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segundo lugar, haciendo que el agua de la balseia sea ligeramente co-
rriente, el riego por capilaridad sirve para mantener el sistema radicular
a temperatura mas baja que la de la parte aérea, lo gue favorece el cre-
cimiento. Segun Maroquin (1970b}, sélo si las macetas fueran demasia-
do pequefias, habria riesgo de podredumbre de raices por exceso de agua.
Incluso una especie como el melocotonero, tan sensible a la asfixia,
puede ser mantenida sin problemas durante tres meses en macetas de
20 cm. de altura, con los 5 cm. de la base permanentemente sumergidos

en agua (Desvignes, 1970b}.

25 Muitiplicacion del material después del tratamiento térmico

Nos referiremos en este apariado dunicamente a fa multiplicacién de
los &pices obtenidos después del tratamiento, segun el método que hemos
Hamado «cldsico» en 2.1.2., ya gue !a multiplicacion de yemas laterales
seglin el método Nyland, ofrece muchas menos dificultades.

La multiplicacion de dpices puede hacerse, en ieoria, de dos maneras:

— Injertandolos sobre un poriainjerto adecuado (injerto de hendidura)
—. Haciéndolos enraizar directamente como si fueran estaquillas

Ei estaquillado de los &pices es una practica cuya utilizacion se limita
al caso de algunos portainjertos, ya gue la mayoria de las especies en-
raizan muy mal en esas condiciones (Campbell, 1970c). Por eso la multi-
plicacién por injerto es la mas extendida, aunque el injerto de los apices
sea también problematico.

251 Multiplicacion por injerto de hendidura

Los apices de los brotes crecidos durante gl tratamiento térmico,
constituyen un material tierno y delicado que dificulta el éxito de la mul-
tiplicacion. Son varios los factores a tener en cuenta para iratar de au-
mentatr el porcentaje de prendimientos:

— Estado de desarrollo del apice y del portainjerto: Deben estar en
el mismo estado y, puesio que el del épice es herbaceo vy turgescents,
ese debera ser también el estado del portainjerto (Maroquin, 1970c¢)

— Edad de! portainjerto: Segun lo anterior, los mejores resultados
deberian obtenerse con los patrones jovenes de semilla. Sin embargo,
no es la edad del patrén la que influye, sino la del brote sobre el que se
injerta (Naumann, 1970c). Asi pues, los patrones no tienen que ser ne-
cesariamente jovenes, siempre que se rebajen adecuadamente. Lo im-
portante, segin Marenaud (1970], es injertar cerca de! sistema radicular
para obtener el mejor crecimiento

— Epoca en que se realiza el injerto: Viene determinada, claro esta,
por la época en que se realiza el tratamiento y ya dijimos en 2.3.8 que
los mejores y mayor numero de apices injertables se obtenian en los
tratamientos que se realizaban a primeros de afic Estos apices se en-
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cuentran luego, tras el crecimiento de todo el verano, en |as mejores
condiciones para pasar el invierno (Maroouin, 1970¢)

— Qgrde}dps posteriores al injerto: Es imprescindible proteger los api-
ces recien injertados contra la desecacion. Para ello hay que colocar las
plantag en nebulizacién (Campbell, 1970c) 0, en su defecto, recubrir
los apices injertados con pequefias bolsas de plastico tl‘anspar:ente que
seran luego retiradas progresjivamente a partir de las tres semanas [[Ma-
roquin, 1970c). La atmésfera del interior de las bolsitas puede favorecer
los ataques criptogamicos, por lo que antes de colocarlas conviene tratar
los.a-plces con fungicidas Este tratamiento puede repetirse, si es nece-
sario, retirando momentdneamente las bolsitas Una verz r‘étiradas defi-
nitivamente, hay que sequir protegiendo los apices en crecimiento de una
insolacién excesiva (Naumann, 1970h) .

Aparte de estos factores controlables, hay que tener en cuenta que
no todas _]as especies tienen la misma facilidad para multiplicarse por
injerto qpacal. Por regla general, el injerto de las especies de hueso es
mas delicado que el de las especies de pepita y, dentro de las especies
de hueso, el cerezo es la que més dificultades presenta (Marenaud, 1970).

2.5.2. Multiplicacién por estaquifllado herbsceo

E_n los casos en que es posible, la multiplicacion de los dpices por es-
taquillado herbdceo en nebulizacion presenta numerosas ventajas, elimi-
nando los riesgos del injerto que requiere portainjertos sanos, cé)mpati-
bles, con un estado de desarrollo adecuado y una técnica delicada. De
entre los diversos factores que influyen en el éxito del estaquillado, en
general, algunos son favorables al material procedente de termoter;’apia
y otros no. Asi, por ejemplo:

— El estado de crecimiento del ramo utilizado: A un crecimiento més
activo corresponde un mayor rendimiento del estaquillado.

— La edad de la planta madre: Cuanto mas joven, mayor por i
' : or porce
de estaquillas validas. ] yor porcentaje

— La pos]ci(?n_de la estaquilla en el ramo madre: Al principio del
periodo q!le crecimiento, las mejores estaquillas son [as de la base del
ramo (tejidos mas diferenciados).

Los dos primeros factores son favorables a un buen enraizamiento
del material procedente de termoterapia, ya que este material es joven
y se halla, obligatoriamente, en una fase de crecimiento active EI ol
timo factor, por el contrario, es desfavorable, dado el caracter indiferen-
ciado de los apices. Por lo tanto, incluso si los otros factores son muy
favorables, no deben esperarse tampoco rendimientos muy elevados en
la multiplicacion de los dpices por estaquillado herbaceo (Monin, 1970).

253 Problemas comunes a ambos métodos

Lo_s pr'oblem_ag de la multiplicacion de los apices no terminan una vez
prendidos por injerto o enraizados. Puaden producirse todavia algunos
hechos que lleven al fracaso toda la operacion. Sehalaremos por ejemplo:
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— La transformacidon de las yemas vegetativas en botones de tlor,
como resultado de una interrupcién demasiade prolongada del crecimien-
to Esto es especialmente grave en el género Prunus, cuyas yemas o son
vegetativas o son de flor, pero nunca mixtas, como en el género Malus,

-— La falta de rusticidad de las plantas de cara al invierno siguiente
Frente a ambos problemas conviene (Monin, 1970):

— Realizar los injertos o estaquillados tempranamente: Si la yema
terminal reemprende pronio su crecimiento, no hay peligro de que se
diferencie a flor. Ello permitird, igualmente, compleiar un cicle completo
de crecimiento y, por lo tanto, un buen agostamiento.

— Evitar paradas de vegetacién (por defectos de riego, iemperatura,
fotoperiodo, etc.) que podrian provocar la diferenciacidn de las yemas
y retrasarian el agostamiento.

2.6 Factores que influyen en el porcentaje de curacién

Una vez multiplicado el material procedente del tratamiento térmico,
hay que comprobar los efectos del mismo, ya que la curacidén no se pro-
duce nunca en el 100 por 100 de los casos.

la comprobacion se lleva a cabo mediante las técnicas habituales del
indexaje para la deteccién e identificacion de virosis (Morvan, 1971}
Es importante haber realizado dicho indexaje antes del tratamiento, en
primer lugar, para poder determinar la duracién del mismo, ya que ésta
depende del o de los virus presentes, y, en segundo lugar, para poder
verificar posteriormente los porcentajes de curacion,

Para ganar tiempo y no tener que esperar demasiado para efectuar di-
cha verificacién, una buena técnica consiste en dejar desarrollar un brote
anticipado por debajo del dpice injertado. Con él podran llevarse a cabo
los indexajes necesarios, reservando integramente el crecimiento del api-
ce para la multiplicacion. Algunas especies, como el melocotonero, forman
anticipados esponténeamente. En otras, como el manzano, puede provo-
carse su formacidén haciendo una incisién por encima de unz yema (Ma-
renaud, 1970). Por supuesto que o mas rapido es utilizar, siempre que
sea posible, un portainjerio para la multiplicacion que sea al mismo tiem-
po un indicador de virosis {MNyland, 1962), por ejemplo el melocotonero
GF 305.

De todas formas, tampoco conviene precipitarse en comprobar la cu-
racién, ya que ello podria conducir a conclusiones erréneas. En efecto,
los apices resultantes del tratamiento puede que no estén complietamente
libres de virus, sino que contengan un ndmero de parifculas virales tan
pequeno gue ningun indexaje precoz pueda poner de manifiesto Por eilo,
los indexajes de control deben prolongarse al menos dos afios, para dar

tiempo a la reinvasién progresiva del material en los casos que no haya .

habido eliminacién total (Bernhard y Marenaud, 1970).

El porcentaje de curacién depende de varios factores: 75
— Método utilizado: El método que hemos llamado «clésico» (8fto-

vechamiento de los apices Unicamente), conviene méas a los frutalél.\sii:dgl oy




hueso, sobre todo a los de crecimiento mas rapido (melocotonero, cirue-
lo japonés, albaricoquero). El método Nyland, por el contrario, tiene di-
ficil aplicacién a los frutales de hueso, ya que debe realizarse en reposo
y éste es rapidamente interrumpido por el calor en esas especies En
cuanto a la variante preconizada por Hunter et al. (1958), sélo es apli-
cable a virus muy inestables de los frutales de pepita (Bernhard y Ma-
renaud, 1970}.

— Duracion del tratamiento: Esta en funcidn, sobre todo, de los virus
a eliminar. Dentro de ciertos limites, el porcentaje de curacién aumenta
rdpidamente con un incremento de la duracion (de veinte a treinta dias,
por ejemplo). Pasados estos limites, el porcentaje de curacién aumenta
muy poco, aungque se alargue mucho el tratamiento (de treinta a sesenta
dias por ejemplo, Campbell, 1970e). Puede suceder incluso que el por-
centaje de curacion descienda al aumentar la duracién del tratamiento,
por la aparicion de mutantes resistentes al calor (Welsh y Nyland, 1965}.
Los tratamientos largos pueden inducir también mutaciones en la planta
(anomalias de crecimiento, deformaciones}) que inutilizan el tratamiento
(Campbell, 1970d}.

— Epoca del tratamiento: Segun Campbell (1970e). el mayor porcen-
taje de curacion se obtiene con los tratamientos realizados en abril, que
es la época que més favorece también al crecimiento de la planta durante
el tratamiento y su posterior multiplicacién. Segtn Van Der Meer (1970b),
en cambio, la época méas favorable desde el punto de vista del porcentaje
de curacidn, se sitla entre los meses de agosto y diciémbre.

— Longitud de los dpices: Se admite que no se deben utilizar apices
de méas de 1 cm. de longitud, si no se quiere correr el riesgo de obtener
un material todavia contaminado (Maroquin, 1970¢). Sin embargo, la lon-
gitud del fragmento libre de virus depende mucho de la naturaleza de
éste (Campbell, 1970e). Asi por ejemplo, mientras el virus del mosaico
del manzano queda eliminado en una longitud de casi 60 cm., el virus
del «Spy decline» sélo desaparece de [a yema apical. Segun esto, cuando
se disponga de poco material para comprobar el porcentaje de curacion,
se obtendra una buena indicacion del mismo verificando dnicamente la
ausencia de «Spy decline»

Del conjunto de estos factores se deduce que, en definitiva, el por-
centaje de curacién depende, fundamentalmente, del huésped a tratar
y de los virus a eliminar. El huésped determina, o al menos limita, la
eleccién del método a utilizar. A su vez el método condiciona a menudo
la época del tratamiento. Los virus a eliminar, por su parte, determinan
la duracién del tratamiento y la longitud del material que se podra de-
dicar a [a multiplicacion. '

2.7. Rendimients y coste de la termoterapia

El rendimiento de [a termoterapia es muy aleatorio todavia, debido al
gran nimero de factores que intervienen simultdnea o sucesivamente. Al-
gunos de estos factores escapan aln a nuestro contrel o se controlan poco
rigurosamente. Hemos visto en los apartados anteriores todas las fases
del largo proceso. La planta a regenerar debe sufrir un periodo de habi-
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fuacion previa a la vida en maceta, debe crecer luego en unas condicio-
nes limites de temperatura, multiplicarse a continuacién por procedimien-
tos nada faciles y comprobarse, finalmente, que la curacién ha sido un
hecho y que, salvo su estado sanitario, el clon conserva todas sus ca-
racteristicas Un fallo en cualquiera de estas fases, desde una mala pre-
paracion del material inicial hasta la posibilidad de mutaciones en el ma-
terial final, representa la inutilizacién de todo el proceso,

Por otro lado, la termoterapia es relativamente costosa. Requiere ins-
talaciones y mano de obra especializada y afos de espera. Aunque es
muy dificil fijar el coste de la regeneracidon de una variedad, éste puede
cifrarse, segun varias estimaciones (Bernhard y Marenaud, 1970; CTIFL,
1971), entre 25000 y 30.000 pesetas como minimo.

Uniendo el coste a la aleatoriedad de los resultados, se deduce que
fa termoterapia estd justificada solamente cuandc se aplica a un mate-
rial de alto valor agronémico y comercial, afectado por virosis de inci-
dencia econdmica grave.

Para reducir la aleatoriedad de los resultados habria que disminuir en
primer lugar el empirismo gue hoy en dia reina en la aplicacion de los tra-
tamientos. En efecto, la termoterapia se ha desarrollado de una forma
totalmente empirica Sucesives éxitos y fracasos han marcado el rumbo
a seguir para obtener los resultados deseados, sin que en [a mayoria de
los casos, pueda explicarse el porqué. Haria falta conocer los niveles ép-
iimos de la iniensidad luminosa, el fotoperiodo, la humedad, [a concen-
tracion de CO., etc., a altas temperaturas y para cada especie. De esta
forma podrian mejorarse los rendimientos, sobre tode para las especies
mas delicadas como el cerezo (Boxus, 1970c).

Puesto que el estudio de todos estos factores no puede set hecho si-
multaneamente con la rigurosidad necesaria, es indudable que sélo por
la suma de los esfuerzos de muchos investigadores podrda avanzarse por
este camino Aparece aqui la importancia de que en todas las publica-
ciones sobre termoterapia figuren descritas de forma precisa las condi-
cicnes experimentales utilizadas. Esto vale tanto para las experiencias
terminadas con éxito como para aquellas que fracasen. S6élo asi podran
ser comparados los resultados de forma efectiva,

Un paso més decisivo en la lucha contra el empirismo. actual de la
termoterapia, serfa el poder llegar a comprender cudl es el modo de ac-
cion de la temperaiura sobre la multiplicacion de los virus de las plan-
tas. Es éste el punto que vamos a tratar brevemente para finalizar nues-
tra revision del estado actual de conocimienios sobre la termoterapia.

28 Moedo de accion del calor sobre la multiplicacion de los virus de
las plantas

La explicacién mas simplista que puede pensarse «a priori» es que
el calor actie directamente sobre el virus inactivandolo, Esta primeara ex-
plicacién debe, sin embargo, ser desechada rdpidamente por cuanto se
sabe que en una gran parte de casos no se produce la inactivacién del
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virus, sino, simplemente su inmovilizacién, recuperando el virus su acti-
vidad en cuanio cesa el tratamiento. Por otro lade, las temperaturas de
inactivacion de los virus «in vitro» son bastante mds elevadas gue las
que se utilizan en los tratamientos de termoterapia.

O1tra explicacién mas verosimil es la que se funda en las medifica-
ciones que sufre el metabolismo del huésped a las temperaturas del tra-
tamiento. Puesto que los virus no pueden multiplicarse mas que utilizan-
do la «magquinaria» del huésped, en particular su mecanismo de sinlesis
proteica, es logico pensar que toda modificacion del ritmo de multipli-
cacion de los virus dentro de una planta, tiene que ser consecuencia de
una modificacion de dicho mecanismo celular. Esta explicacién es la sos-
tenida por Wu y Rappaport (1961), quienes, tras estudiar el efecto del
calor sobre el virus del mosaico del tabaco, concluyeron que el bloqueo
de la multiplicacién viral se debia a la pérdida de capacidad celular paia
soportar la infeccién, a causa de la desnaturalizacidén de sustancias de
tipo proteico que el virus necesita para su multiplicacién. Esta desna-
turalizacion se produciria, segin los citados autores, independientemente
de |la presencia del virus

Una experiencia realizada por Yarwood y Holm (1962) parece confir-
mar la teoria anterior: cuando hojas de haba infectadas por el virus de
la necrosis del tabaco fueron sometidas a 55° C. durante cortos petiodos
(de cinco a veinte segundos}, el virus soporta luego el calor durante
cuatro veces mas tiempo que en las hojas no tratadas previamente E!
virus, aparentemente, se habia hecho resistente al calor por efecto del
pre-tratamiento. Sin embargo, cuando el virus superviviente del tratamien-
to térmico fue inoculado 2 ofras hojas de haba no pre-tratadas, su resis-
tencia al calor no fue mayor de lo normal La resistencia al calor no ra-
dicaba, por tanto, en el migmo virus, sino en las hojas del huésped.

Otros estudios mas recientes (Hirth, 1970) han puesto de manifigsto
que, en realidad, el efecto del calor sobre la multiplicacion de los virus
es una resultante de la interaccién entre la planta y el virus

En un huésped determinado, cada cepa viral tiene una temperatura
optima de desarrollo a la cual adquiere su méximo poder patdgeno. Ello
se debe a que a tal temperatura hay una gran correlacién entre la canti-
dad sintetizada de acido ribonucleico (ARN) viral y de la proteina que
debe envolverlo para formar las particulas virales completas. Cuando nos
alejamos de la temperatura dptima, dicha correlacion disminuye, produ-
ciéndose un exceso de proteinas de [a envuelta cuyo poder infeccioso
es nulo.

Parece, pues, como si el calor actuara sobre el funcionamiento de los
enzimas que intervienen en la «replicacion» del ARN viral. Aunque éste
deje de sintetizarse, la sintesis proteica puede continuar mientras el ARN
inicial, portador de! cédigo genético viral, no sea destruido. Esta teoria
permite explicar la aparicién de cepas mutantes, las cuales no son in-
ducidas por el calor, sino simplemente seleccionadas entre la poblacién
de cepas preexistentes al tratamiento. Los mutantes «cdlidos», es decir,
los seleccionados a altas temperaturas, suelen ser poco virulentos, afor
tunadamente. Los mutantes «frfos», en cambio, suelen ser muy virulentos.
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3. L& quimioterapia

No podemos terminar este trabajo sin hacer referencia a los intentos
de utilizacién de sustancias quimicas como método curativo de las vi-
rosis en las plantas. Es posible que la quimioterapia llegue a desplazar
en el futuro a la termoterapia que presenia, ¢como ya hemos visto, nu-
merosos inconvenientes: lentitud y aleatoriedad en la obtencidn de los
resultados, coste relativamente elevado y posibilidad de seleccién de
mutantes favorecidos, en vez de frenados, por el calor.

Sin embargo, hoy por hoy, la quimioterapia sélo constituye un método
experimental poco desarrollado que tiene alguna utilidad en aplicacion
simultanea con los métodos anteriores. Asi, por ejemplo, la aplicacidn
de algunas sustancias (el 2,4-D, el acido indolacético) permite aumentar
el fragmento de épice libre de virus, con lo que mejoran las posibilidades
del cultivo de meristemos (Quak, 1961, en patata}. Otra posibilidad de
la quimioterapia, es como tratamiento complementario de la termoterapia,
buscando la reduccién del tiempo de aplicacion del calor ¥, por lo tanto,

disminuyendo el riesgo de la seleccién de mutantes resistentes {Nyland,
1962) .

Muchos tipos de sustancias diferentes se han ensayado hasta ahora
Muchas de ellas tienen efectos negativos sobre Ia mukltiplicacion viral,
pero la mayoria los tienen también sobre la multiplicacién celular y son,
por lo tanto, fitotdxicas. S6lo en algunos casos existe un margen en lz
dosificacién que permite actuar unicamente sobre el virus sin dafiar a
la planta. El efecto de estas sustancias sobre la sintesis viral puede ser
directo o indirecto (Kummert y Semal, 1970):

— Efecto directo es el de las sustancias llamadas «andlogas» de las
bases puricas o pirimidinicas, componentes esenciales del ARN, v de los
aminoacidos que constituyen las proteinas. Las sustancias anélogas (el
2-thiouracilo, la 8-azoguanina, el 2,68-tricloropurina, etc.) tienen una es-
fructura quimica muy semejante a la de estos componentes esenciales
de las particulas virales Al introducirse en la cadena del ARN y en la
de los enzimas necesarios para la sintesis viral, falsean el modelo gens-
tico de! virus y bloguean su mecanismo de «replicaciéns.

— Efecio indirecto es el de las sustancias que aumentan la actividad
cefular o actian sobre los ribosomas, haciendo que la competencia para
la utilizacién de estos o de los precursores (nucleétidos, aminoacidos)
en la sintesis del ARN y de las proteinas, sea favorable al huésped. Otro
tipo de efecto indirecto es el de algunas sustancias que provocan la ac-
tivacion de un mecanismo de interferencia de la planta (induccién de in-
terferén).

Con todas estas sustancias sélo se ha conseguido, por ahora, el res-
tablecimiento temporal de brotes en crecimiento. Estos deben ser sepa-
rados de la planta tratada, como en el caso de la termoterapia, para oh-
tener una nueva planta sana La quimioterapia, por tanto, tampoco es apli-
cable en el campo. Cada una de estas sustancias es, adem&s, muy espe-
cifica para cada combinacién virus-huésped, por lo qgue los resultados
obtenidos para una combinacién no pueden ser exirapolados a otra. Por
otro tado, el efecto inhibidor sélo existe, a menudo, cuando el tratamiento
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se aplica poco tiempo antes o después de la inoculacion del virus, des-
apareciendo por completo cuando la infeccién esta ya instalada.

Ante estos inconvenientes se comprende que la quimioterapia no avan-
zard en tanto no se encuentre el tipo de sustancia ideal, que deberia sei
sistémica, es decir, capaz de penetrar y difundirse de modo estable en la
planta, y no fitotéxica, al menos dentro de un margen no demasiado es-
trecho de dosificacion '
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