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Prologo

La vid (Vitis vinifera L) es un frutal de gran importancia econémica a nivel mundial, tanto por su pro-
duccion como uva de mesa y uso en la vinificacion. En Chile, este cultivo ha estado presente desde la
llegada de los conquistadores espafoles. Su fruto se consume principalmente en estado fresco, lo que
representa un importante ingreso de divisas para el pais gracias a su exportacion a numerosos merca-
dos internacionales. Ademas, es la base de la industria vitivinicola chilena, reconocida a nivel mundial.

Al igual que todos los organismos vivos, la vid es susceptible a diversas enfermedades causadas por
distintos agentes patogenos. Entre ellos, los virus que destacan por su impacto negativo en el cultivo,
ya que afectan la calidad de la fruta y reducen sus rendimientos.

Segln datos de la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA, 2023), la superficie de vides en Chile
alcanzalas 178.000 hectareas, de las cuales un 22 % corresponde a vides de mesa, el 73 % a vides para
vinificacion y el 5 % a vides pisqueras. Esta vasta superficie convierte a la vid en el principal frutal del
pais, aunque también la expone de manera constante a diversas amenazas biologicas.

Como es sabido, los virus no tienen un tratamiento curativo; una vez que una planta es infectada, perma-
nece afectada de forma permanente. Por ello, es fundamental contar con un conocimiento actualizado
y continuo sobre los virus que afectan a la vid, asi como sobre su manejo. Este conocimiento es clave
tanto para viveros como para plantaciones comerciales.

Investigadores del Centro Regional INIA La Platina del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
han dedicado muchos anos al estudio de esta especie frutal, abordando diversas diciplinas relacionadas
con el conocimiento y manejo de este cultivo. Los resultados de estas investigaciones se han plasmado
en varios documentos técnicos publicados a lo largo de los anos.

En este libro en particular encontraran una version amena y actualizada de las enfermedades causadas
por virus que afectan el cultivo de la vid en Chile y sumanejo. Este tema ha sido magnificamente abordado
por la Dra. Monica Madariaga, investigadora en virologia con vasta experiencia en la materia. En esta
obra, la Dra. Madariaga ha plasmado sus conocimientos y los avances de sus investigaciones. Ademas,
incluye contribuciones de varios otros investigadores, autores y coautores de los diferentes capitulos.

Este documento representa un nuevo aporte de INIA Chile a la agricultura nacional, ofreciendo una
actualizacion y un analisis profundo de temas tan importantes como las enfermedades virales, que
muchas veces pueden pasar desapercibidas. Estoy segura de que este libro sera muy bien recibido
por la comunidad agricola, incluyendo a productores, exportadores, técnicos, asesores, académicos,
estudiantes y otros actores clave de la cadena productiva. Todo ello enmarcado en una vision integral
y actualizada del cultivo de la vid en Chile.

Los diferentes capitulos de este libro han sido cuidadosamente desarrollados y estan ilustrados con
imagenes, figuras y cuadros relacionados con los diversos temas. Este enfoque grafico facilitara el

aprendizaje de los lectores, ya que incluye explicaciones detalladas sobre sintomatologias, metodologias
de diagnodstico y otros aspectos de interés para profundizar sus conocimientos.
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La publicacion comprende ocho capitulos, escritos por profesionales reconocidos y con amplia experien-
cia en las especialidades de virologia, entomologia, nematologiay viticultura. A lo largo de sus paginas,
se abordan temas como resefa del cultivo de la vid y su situacion actual en el pais, las variedades
mas actuales comunes y sus manejos, asi como la descripcion de los virus que causan enfermedades
presentes en Chile.

También se incluyen los sintomas caracteristicos, los mecanismos de transmision, los agentes vectores,
las técnicas de diagnostico y las estrategias de saneamiento para materiales “élite”.

La informacion contenida en estas paginas permitira a productores y técnicos tomar decisiones opor-
tunas y eficientes, enfocadas en el control preventivo y reconocimiento de virosis en sus vifedos.

Cada uno de los autores y coautores han plasmado en este texto el valioso aporte de sus conocimien-
tos adquiridos durante su formacion profesional y experiencia como investigadores de INIA, siempre
vinculados estrechamente a los productores.

Con esta obra se espera contribuir al desarrollo de una viticultura nacional mas sostenible y competitiva,
que permita posicionar la fruta fresca y los vinos chilenos en los exigentes mercados internacionales.

Paulina Sepilveda Ramirez
Ingeniero Agronomo, M.Sc.
Especialista en fitopatologia
Ex Directora Regional INIA La Platina
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Capitulo 1

El cultivo de la vid en Chile

M. Cecilia Peppi A.
Ingeniero Agronomo, M.Sc., Ph.D.

Las vides corresponden al género Vitis, y aunque existen numerosas especies, la vid europea o Vitis
vinifera —por las caracteristicas de su fruta—es por lejos la mas ampliamente cultivada en el mundo,
siendo utilizada para la produccion de vino, fruta fresca y proceso (pasas, jugos, entre otros). A nivel
global, existen alrededor de 7,2 millones de hectareas (OlV, 2024) y en Chile actualmente, hay 134.000
ha destinadas a la produccion de uvas para vinificar y 30.000 ha para fruta fresca o uva de mesa. En el
presente, es cultivada en distintos climas y suelos, y destinada a diversos objetivos productivos, con
distintas variedades que por sus caracteristicas resultan adecuadas para cada caso.

1.1. Resena historica

La Vitis vinifera L., especie sobre la cual se basa la produccion nacional tanto de uva de mesa como de
uvas para vinificacion, fue introducida a Chile por los conquistadores espafoles en el siglo XVI. Inicial-
mente, el objetivo fue la produccidn de vino para celebraciones religiosas; sin embargo, con el tiempo
comenzo a utilizarse con distintos propositos, incluyendo el consumo de fruta fresca. Dadas las caracte-
risticas edafoclimaticas de Chile, la vid se expandid rapidamente por gran parte del territorio nacional.

Durante el periodo colonial, comenzaron a producirse con uva distintos vinos y bebidas alcohélicas.
Ademas, ya se contaba con variedades para el consumo fresco, las cuales distan mucho de lo que hoy
consideramos caracteristico de una uva de mesa, pero que proporcionaban una alternativa de fruta
para la poblacion. Existieron algunos vifledos dedicados a la produccion local de fruta y algo de expor-
tacion de uvas a paises vecinos, sobre la base de variedades como Almeria, Moscatel Rosada y Ribier.
Posteriormente, Manuel Ruano, empresario espafnol que ya habia comenzado el cultivo de vides de
mesa en Mendoza, se asocia con el agricultor Genaro Prieto y familia, para establecer vifiedos de uva
de mesa en Chile a una escala mas comercial. Con este prop6sito, a partir de 1930, traen desde el otro
lado de la cordillera a Llay-Llay, en la Region de Valparaiso, a cuatro familias de inmigrantes italianos,
especialistas en el cultivo de la uva de mesa, quienes instalan los primeros parronales espanoles, el
sistema de conduccion que por afos ha dominado el paisaje de la uva de mesa chilena. Pocos anos
después comenzaria la exportacion de uvas desde Llay-Llay —via puerto de Valparaiso—hacia Estados
Unidos. A fines de la década del 40, la familia Prohens comienza la produccidn de uva de mesa en el
valle de Copiap6, en la Regidon de Atacama, vislumbrandose ya entonces el papel de esta zona en la
industria de la uva nacional.

La década de 1980 comenzd con un crecimiento importante en la superficie cultivada de uva de mesa
chilena, pasando de 4.500 hectareas a mediados de 1970 a 13.500 ha en 1980 (ODEPA, censo 1975-

1987), lo que significd un incremento importante de la uva de mesa en la superficie fruticola nacional
total. Desde esta década, la expansion continud aceleradamente, triplicando el area utilizada para vides
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para el consumo fresco, representando casi el 30 % del area fruticola en 1995 (ODEPA, censo 1990-
2004). Durante los siguientes afios, la superficie destinada a uva de mesa se mantuvo relativamente
estable, con estimaciones que alcanzaron a 53.000 ha en la primera década del siglo XXI. Sin embargo,
desde esta fecha se ha observado un retroceso, alcanzando en el Gltimo catastro fruticola cerca de
40.000 ha (CIREN-ODEPA, 2023), aunque informalmente la industria considera que hoy la uva de mesa
del pais esta bajo las 30.000 ha.

Paralelamente, la industria del vino también fue desarrollandose. Entre los conquistadores espafioles fue
comUn contar con vinedos propios, sobre todo de la variedad Pais, para la produccion de vinos, los que se
consumian mayoritariamente en forma local. La vitivinicultura se mantuvo bajo este esquema hasta media-
dos del siglo XIX, cuando el empresario Silvestre Ochagavia da un impulso a la industria con la importacion
de variedades francesas como Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot, Sauvignon blanc, Chardonnnay, ademas
de las compras de maquinaria e implementos que modernizaron la industria de la época. Varias bodegas
nacionales se establecieron en ese periodo, y se mantienen exitosamente hasta hoy.

La aparicion de la Filoxera en Europa a fines del siglo XIX significd una diferenciacion para Chile, pues el
pais ya se consideraba viticola y no fue afectado por esta plaga, lo que permitido mantener los vifiedos
y la actividad de las bodegas. Sin embargo, los afos siguientes la produccion nacional de vino no logro
mantenerse, y por razones principalmente econémicas, la superficie viticola y la elaboracion de vinos
tuvo una fuerte retraccion (Miller, 2004). Ademas, a principios del siglo XX la situacién tributaria y
normativas legales mantuvieron la produccion de vinos estancada (Biblioteca Nacional, 2015).

Elsiglo siguiente fue particularmente dificil para los vifiateros. Distintas crisis afectaron la rentabilidad
y la superficie disminuy6 hasta la Gltima década, cuando se comienza a notar en forma clara la reacti-
vacion del rubro, de la mano de las exportaciones y reconocimientos internacionales de la calidad del
vino chileno (Biblioteca Nacional, 2015).

El nuevo impulso a la actividad vitivinicola se refleja en la superficie plantada, que aumenta considera-
blemente. Desde 1990, las 65.000 ha (ODEPA, 2017) llegan a 129.000 reportadas el 2023 (SAG, 2023). A
esto se suman 9.000 ha de vides pisqueras en las regiones de Atacama y Coquimbo. Los vinos de Chile
son reconocidos mundialmente y forman parte de la identidad y patrimonio nacional.

1.2. Situacion actual

En el pais existen hoy 178.000 ha con vides, 22 % corresponden a vides de mesa, 73 % vides para vi-
nificacion y 5 % pisqueras (SAG, 2023; CIREN-ODEPA, 2023).

1.2.1. Vides de mesa

De las 373.122,57 ha destinadas a la produccion fruticola nacional, casi el 11 % (39.930,58 ha) son
uvas de mesa (CIREN-ODEPA 2023), ubicadas entre las Region de Atacama y la parte norte de la Region
del Maule, aunque concentradas principalmente en las regiones de O’Higgins, Valparaiso y Coquimbo.
El principal objetivo de la produccion es la exportacion, variando los mercados a lo largo de los afos
segln las variedades y el contexto econdémico mundial, aunque siempre con un importante foco en
Norteamérica. La industria de la uva de mesa representa ademas una importante fuente laboral a nivel
local y sus exportaciones han generado importantes ingresos al pais. Por varios anos, Chile se posiciono
como el principal exportador de uva de mesa del mundo, llegando a inicios de la segunda década del
siglo XXI a exportar mas de 100 millones de cajas, equivalentes a mas de 1.400 millones de dolares
FOB (ODEPA, 2024). Debido a diversos factores, la industria viticola ha sufrido una fuerte contraccion
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las Gltimas temporadas, observandose en 2023 una exportacion cercana a 60 millones de cajas, con un
valor FOB menor a los 800 millones de dolares, posicionando a nuestro pais en el segundo lugar como
exportador mundial (iQonsulting, 2023). La temporada 2024 presentd una variacién en la tendencia; se
exportaron casi 65 millones de cajas, el valor FOB super6 los 1.000 millones ddlares y se recupero el
liderazgo exportador, al menos temporalmente (iQonsulting, 2024).

Problemas climaticos, dificultades logisticas para los envios, problemas de precio en los mercados, mayor
competencia en la oferta, mayores costos de produccion y otros factores han influido fuertemente en los
resultados productivos y comerciales de las Gltimas temporadas. Situaciones puntuales, asociadas sobre
todo a fendmenos climaticos, favorecieron los resultados de la temporada 2024, aunque se espera que
las condiciones no se repitan en el corto plazo. Sin embargo, Chile sigue siendo un referente mundial en
el rubro y la uva de mesa continda siendo una actividad significativa para el pais. Ademas, justamente
en tiempos de crisis es cuando esta industria se renueva y adapta para responder a nuevos desafios,
donde los rendimientos, calidad y condicion de la fruta deben ser optimizados desde todos los angulos.

En sus inicios, la industria se sustentaba en variedades semilladas, pero hoy esto ha evolucionado y la
superficie nacional de variedades con semilla es limitada y se reduce alin mas cada temporada (iQon-
sulting, 2023). Basicamente, la (nica variedad semillada adn con cierta presencia en el mercado es
Red Globe, pero de las cerca de 11.000 ha que lleg a ocupar (CIREN-ODEPA 2014 y 2015) hoy quedan
menos de 5.500 ha (CIREN- ODEPA 2023). Adicionalmente, no solo la industria ha cambiado a variedades
apirenas (sin semilla), sino que en la Gltima década ha existido una fuerte renovacion varietal, que ha
desplazado las cinco variedades que por mucho tiempo fueron consideradas tradicionales (Superior
Seedless, Flame Seedless, Thompson Seedless, Crimson Seedless y Red Globe) por un nuevo grupo de
mas de veinte variedades que contindan ampliando su superficie y produccion (Figura 1.1).

I Otras

Autumn Royal
5 Sweet Celebration
I Superior Seedless
BN Arra-15
e Autumn Crisp
EEE Sweet Globe
EE Allison
BN Timco
IS Flame Seedless
88 Crimson Seedless
BN Red Globe
I Thompson Seedless

Figura 1.1. Superficie varietal de vides de mesa en Chile, 2023 (figura creada con
datos Catastro CIREN-ODEPA 2023).

La oferta varietal de distintos programas de mejoramiento genético ha llevado a un fuerte dinamismo.
Cada ano nuevas variedades comienzan a ser utilizadas por los productores y otras van siendo descarta-
das, lo que ha influido de forma importante en como se enfrenta técnicamente la produccion. Del total
exportado, mas de la mitad correspondid a variedades nuevas y la proporcion continla creciendo cada
ano. Este incremento no solo se explica por los cambios en superficie, sino también por la considerable
mayor productividad de las nuevas variedades.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) / MINISTERIO DE AGRICULTURA 17



1.2.2. Vides para vinificacion

Por otro lado, en el pais hoy existen 124.436 ha de vides destinadas a la produccion de vinos y 9.232 ha
para pisco (SAG, 2023). La produccion de vinos proviene de vides plantadas desde Arica a la Region de
Aysén, pero la region vitivinicola por excelencia es el Maule, con 37.264 ha de tintos y casi 14.000 ha
con vides de cepajes blancos (SAG, 2023). De las vides para vino, la mayoria corresponde a variedades
tintas, y solo Cabernet Sauvignon representa casi un tercio de la superficie nacional. De las mas de 50
variedades tintas, las mas importantes por presencia, ademas de Cabernet Sauvignon, son Merlot, Pais,
Carmeénére, Syrah, Pinot noir. Entre las variedades blancas destacan por superficie Sauvignon blanc y
Chardonnay, pero existen otras 40 variedades que contribuyen a la creciente diversidad de la oferta
enologica nacional. Chile hoy, con 11 millones de litros, es el quinto productor de vinos del mundo y
exporta 6,8 millones de litros, lo que posiciona al pais como el cuarto exportador de vinos del mundo
(OlV, 2024).

La superficie pisquera esta mayoritariamente en la Region de Coquimbo, a la que se suman 560 ha
ubicadas en valles de la Region de Atacama. La variedad mas plantada es Pedro Jiménez, seguida de
Moscatel de Austria y Moscatel Rosada.

1.2.3. Manejos viticolas

Historicamente, el cultivo de vides en Chile fue con vides francas, sobre su propio pie. La ausencia de
Filoxera en el pais permitio el desarrollo de la viticultura sin la utilizacién de portainjertos, sin embar-
go, laintensidad misma del cultivo, las exigencias productivas y las limitantes edaficas transformaron
la industria viticola, y hoy las nuevas plantaciones son practicamente todas con plantas injertadas.
En este nuevo sistema, la sanidad de las plantas, y en particular su estatus viral, resultan criticos.
El uso de portainjertos en Chile comenzd con vides de mesa, con el uso de Harmony y Freedom, los
cuales son buenas opciones para producir en suelos infestados con nematodos, y también se utilizd
Ramsey, que permite producir bajo condiciones de salinidad. Paulatinamente se fue ampliando el
abanico de posibilidades y hoy los productores tienen al menos ocho alternativas de portainjertos
adecuados para la produccion de uvas de mesa, siendo el mas popular P-1103 (AGV, 2022). En los
vifedos chilenos destinados a la produccion de vinos, el uso de plantas injertadas comenzo mas tarde,
pero ya se ha adoptado en forma generalizada el uso de portainjertos y las nuevas plantaciones estan
sobre P-1103, SO4, Kober 5BB, 101-14 Mgt, entre otros. El uso de plantas injertadas en la vitivini-
cultura ha permitido controlar el vigor, tener manejos alternativos para nematodos, la adaptacion
a distintas condiciones hidricas y la posibilidad de cultivar en distintos contextos edafoclimaticos.

Ademas de las variedades y el cambio de cultivo de vides francas a injertadas, la produccion en Chile
ha ido evolucionando también en sistemas de conduccion y distancias de plantacion. Inicialmente, la
uva de mesa se establecio en forma casi exclusiva en parronal espanol, con distancias de plantacion de
4 x 4 m, que luego pasaron a ser mas cercanas: 3,5x35m,3x3m,32x2my3x18m.Enlaactua-
lidad, parte importante de la superficie ya no utiliza sistemas de canopia horizontal como el parronal
y ha adoptado sistemas tipo Gable, muchos con angulos abiertos (Open Gable), que por la altura de
ubicacion de los racimos facilitan muchas de las labores de campo. En vifiedos destinados a vinifica-
cion, la espaldera ha sido y sigue siendo el sistema de conduccion predominante, salvo la conduccion
en cabeza en zonas de secano y algunos parronales distribuidos en distintas regiones. Las distancias
de plantacion de las espalderas también han sufrido modificaciones, aunque mas relacionadas a los
terrenos, pendientes, clima, vigor y manejo de las plantas. Ademas, las espalderas han permitido la
mecanizacion de las vendimias y las podas.

18 COLECCION LIBROS INIA N° 46



Otro cambio importante ha sido el riego. Hoy, salvo algunos vinedos de secano, las plantaciones se
basan en el uso de riego tecnificado, principalmente riego por goteo, no sélo por la eficiencia hidrica,
sino que también responde a un sistema que facilita la optimizacion del manejo de las plantas.

Para finalizar, la viticultura de Chile y el mundo ha evolucionado, y nuevos aspectos técnicos han pasado
a ser criticos. Asi, el manejo de los huertos de uva de mesa recientemente ha tenido, y continda teniendo,
un desarrollo enfocado en la simplificacion de labores. El éxito del sistema se basa en la optimizacion
productiva y en la calidad de la fruta, con un control del costo de los manejos involucrados. En el caso
de la vitivinicultura, la incorporacion de nuevas zonas y la mecanizacion, la plantacion con variedades
de distinto origen, han llevado a nuevos sistemas que buscan expresar una identidad de vinos diversay
especial. En este escenario, resulta critico contar desde el inicio con excelentes plantas, tanto fisiol6-
gica como sanitariamente, que faciliten una alta productividad y calidad. Los virus que pueden afectar
a las vides presentan sintomatologias desde problemas de cuaja o calidad de la fruta hasta la muerte
de plantas, por lo que el diagnostico y los manejos preventivos son una herramienta fundamental.
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Capitulo 2

Caracteristicas de los virus que afectan
el cultivo de la vid
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Los virus son particulas infecciosas con una estructura fisica muy simple, conformada por un acido
nucleico que puede ser Acido desoxirribonucleico (ADN) o Acido ribonucleico (ARN) que contiene
la informacion genética. Cabe destacar que aproximadamente el 90 % de los virus vegetales
estan conformados por ARN. Esta informacion genética esta protegida por una cubierta proteica
0 capside y en alguno de ellos, ademas, puede existir una membrana lipidica o envoltura virica.
Todo ello genera viriones de diversas formas y tamanos.

Esta conformacion tan simple lleva a los virus a tener comportamiento de parasitos intracelulares
obligados, es decir, no tienen metabolismo propio, por lo tanto, necesitan utilizar la maquinaria
celular de su hospedero para poder replicar sus particulas y completar el proceso infeccioso.
Este proceso se inicia cuando el virus ingresa a una célula y utiliza los componentes celulares del
hospedero para replicar y traducir su genoma, produciendo varias particulas virales (o viriones)
nuevas. A continuacion, el virus comienza a moverse de una célula a otra hasta llegar al sistema
vascular de la planta, desde donde puede distribuirse sistémicamente a todo el organismo, pu-
diendo provocar un desbalance estructural y bioquimico en el hospedero, lo que se manifiesta
en sintomas que pueden afectar el desarrollo de la planta, su follaje o sus frutos, siendo esta la
causa de los graves impactos econdmicos que estos patdogenos generan.

El virus asegura la continuidad de su proceso infeccioso entre hospederos mediante el movimiento
a corta y larga distancia con una estrategia vertical y otra horizontal. En el primer caso, el virus
pasa desde el hospedero infectado hacia su descendencia, como ocurre en la transmision de virus
por semillas y en la propagacion vegetativa. En la estrategia horizontal, el virus utiliza vectores,
tales como insectos, hongos, acaros, nematodos, entre otros, que le permiten infectar un nuevo
hospedero sano. Con estas estrategias, el virus asegura su permanencia en una poblacion de
plantas, el traspaso a hospederos diferentes, como pueden ser malezas presentes en el huerto y,
finalmente, su establecimiento en nuevas zonas geograficas.

Como ya se menciond en el capitulo anterior, la viticultura es uno de los principales cultivos a
nivel nacional y no esta ajeno a las infecciones virales. Actualmente, a nivel mundial se conocen
alrededor de 86 especies de virus que afectan este cultivo (Fuchs, 2020), siendo varios de ellos un
potencial riesgo para Chile, ya que son los principales responsables de enfermedades devastadoras
para la industria vitivinicola, tales como la degeneracion infecciosa, el enrollamiento de la hoja,
el complejo rugoso de la madera, entre otras, de las cuales se hablara mas en profundidad en el
siguiente capitulo.
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En Chile, la primera asociacion entre virus y el cultivo de la vid fue realizada a fines de los afios 70
por Cereceday Auger, 1979. Posteriormente, con el desarrollo de nuevas y poderosas herramientas
de deteccion, el nimero de especies patdogenas descritas ha aumentado progresivamente, con
variaciones en sus caracteristicas y consecuencias econémicas.

Hasta la fecha, en Chile se han identificado los virus mas importantes presentes en Europa y Esta-
dos Unidos, entre ellos: Grapevine fan leaf virus (GFLV) (Cereceda y Auger, 1979), el cual pertenece
al género Nepovirusy es el causante de la disminucion de la productividad y decaimiento de las
plantas (Auger et al.,, 1994); y el complejo de virus Grapevine leafroll virus associated (GLRaV) que
comprende seis especies pertenecientes a la familia Closteroviridae, pero serolégicamente dis-
tintas entre si. En este Gltimo, las especies pertenecientes a este complejo de virus se denominan
seguido de un namero (1,2,3,4,7,13) y en Chile ya se han determinado cinco especies: GLRaV-2,
GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-4 y GLRaV-7 (Arancibia y Auger, 1987; Sanchez y Hepp, 1994; Fiore et
al,, 2008; Escobar et al,, 2008; Engel et al,, 2008; Engel et al,, 2010a).

En los Gltimos anos, Fiore et al. (2008) determinaron la presencia de Grapevine rupestris stem
pitting associated virus (GRSPaV), Grapevine virus A (GVA) y Grapevine virus B (GVB), todos ellos
integrantes de la enfermedad conocida como Complejo rugoso de la madera, afectando los cul-
tivos de vid en Chile, tanto en variedades de uva de mesa como viniferas. Estos mismos autores,
también reportaron la presencia de Grapevine fleck virus (GFkV).

Asimismo, se han determinado otros virus cuya estimacion de dafio comercial es dificil de rea-
lizar debido a que su diseminacion no es generalizada en el area productiva: Arabis mosaic virus
(ArMV) (Herrera y Madariaga, 2001), Grapevine Pinot Gris (GPGV) (Zamorano et al.,, 2019), que
actualmente se encuentra bajo medidas emergenciales de control Resolucion 6.405 (SAG, 2023)
del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), y una determinacidn puntual de Grapevine Syrah virus-1
(GSyV-1) (Engel et al,, 2010b).

Finalmente, se debe destacar que los virus que infectan vides pertenecen a distintas familias ta-

xonomicas. En este capitulo nos centraremos en los géneros a los cuales pertenecen las especies
virales que afectan el cultivo de la vid en Chile (Cuadro 2.1).

2.1. Familia Secoviridae

La familia Secoviridae esta compuesta por nueve géneros, pero tal como se muestra en el Cuadro
2.1, en Chile solo se han descrito tres especies de virus que pertenecen al género Nepovirus, al
cual nos referiremos a continuacion.

Cuadro 2.1. Clasificacion taxonémica de los virus que afectan el cultivo de la vid en Chile y sus vectores.

Familia Género Especie Nombre del virus Abreviacion Medio de diseminacion
; Y ) n
Nepovzrus . Grapevine fanleaf virus GFLV lehmema. index (*)
foliumflabelli Injerto
Sercoviridae 4 Nepovirus % Nepo_vzrus Arabis mosaic virus ArMV lehmema.dlverszcaudatum
arabis Injerto
Nepovirus Xiphinema. americanum
lycopersici Tomato ringspot virus ToRSV sensu lato (*)
Injerto

* Presentes en Chile
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Continuacion Cuadro 2.1.

Familia Género Especie Nombre del virus Abreviacion Medio de diseminacion
C!o_sterovzrus Grape_vme le_afroll— GLRaV-2 Injerto
vitis associated virus 2
Injerto
Pseudococcus longispinus (*)
Closterovirus Grapevine Planococcus ficus (*)
Ampelovirus leafroll-associated GLRav-1 Heliococcus bohemicus
univitis virus 1 Phenacoccus aceris
Neopulvinaria innumerabilis
Partenolecanium corni (*)
Injerto
Planococcus ficus (*)
Closteroviridae Pseudococcus longispinus (*)
Planococcus citri (*)
Grapevine Pseudococcus viburni (*)
Ampelovirus leafroll-associated GLRaVv-3 Pseudococcus maritimus
trivitis virus 3 Heliococcus bohemicus
Phenacoccus aceris
Ampelovirus Pseudococcus comstocki
Pulvinaria vitis
Pseudococcus calceolariae (*)
Ceroplastes rusci
Injerto
Grapevine Pseudococcus longispinus (*)
Ampelovirus leafroll-associated GLRaV-4 Planococcus ficus (*)
tetravitis virus 4 Phenacoccus aceris
Ceroplastes rusci
Velarivirus Velarivirqs_ Grape_vine le_afroll— GLRaV-7 Injerto
septemvitis associated virus 7
Injerto
Pseudococcus longispinus (*)
Planococcus ficus (*)
Vitivirus Grapevine virus A GVA Planococcus citri (*)
Vitivirus alphavitis Pseudococcus affinis (*)
Pseudococcus comstocki
Phenacoccus aceris
Betaflexiviridae Partenolecanium corni
Vitivirus . . Injerto .
o Grapevine virus B GVB Pseudococcus affinis (*)
betavitis .
Phenacoccus aceris
Foveavirus Foveavi(us G_rapevine rupgstris s_tem GRSPaV Injerto
rupestris pitting asssociated virus
Trichovirus Tr'zcho_vzrus Grapevine Pinot gris virus ~ GPGV Injerto o
pinovitis Colomerus vitis (*)
Maculavirus C/;;aigulawrus Grapevine Fleck virus GFkV Injerto
Tymoviridae —
Marafivirus % Marafivirus Grapevine Syrahvirus-1 ~ GSyV-1 Material de propagacion
syrahense

* Presentes en Chile

2.1.1. Genero Nepovirus

El género Nepovirus posee particulas virales de forma icosaédrica con contornos hexagonales nitidos con un
diametro entre 28-30 nm, sin envoltura virica (Figura 2.1 A). Este género de virus incluye 48 especies virales.
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Figura 2.1. Micrografia electronica. A: Particulas virales de ToRSV purificadas en tincién negativa. Con una flecha
de color amarillo se indica la particula que no tiene ARN en su interior y que por estar vacia es penetrada por la
tincion. B: Estructura tubular que atraviesa la pared celular (CW) en células infectadas por ArMV. Se sefialan con
flechas de color amarillo (Fuente: Sanfacon, 2021).

El genoma de los nepovirus consiste en una hebra simple de ARN de sentido positivo (ssARN+)
dividido en dos segmentos llamados ARN1 y ARN2 (Figura 2.2), que son encapsulados por sepa-
rado (Figura 2.3). Ademas, poseen como proteccidn en sus extremos 5’ la proteina VPg y una cola
de poliadeninas en sus extremos 3’ (Thompson et al, 2017). Este género esta dividido en tres

RNA1 RNA2
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Figura 2.2. Esquema de la organizacion del genoma de los tres subgrupos de nepovirus. Los signos de interrogacion
representan las secuencias adicionales que se pueden encontrar en algunos subgrupos.

RNA1l RNA2

Figura 2.3. Esquema de los tipos de particulas virales de los nepovirus, donde el
circulo morado corresponde a la proteina VPg unida al extremo 5’ de los ARNSs.
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subgrupos (A, By C) basados en el largo y empaquetamiento del ARN2, similitud de secuencias y
propiedades serolégicas (Thompson et al.,, 2017; Sanfacon, 2021; ICTV, 2022).

El ARN1, el primero en procesarse, codifica las proteinas para la replicacion: proteina de union a nu-
cleotido trifosfato (NTP) o supuesta helicasa (llamada NTB o Hel); proteina viral ligada al genoma (VPg);
proteasa tipo 3C (Pro) encargada de cortar ambas poliproteinas y la ARN polimerasa dependiente de
ARN (Pol) (Figura 2.2). Se han encontrado dos posibles secuencias codificantes rio arriba de Hel, que
podrian corresponder a una caracteristica comin de los nepovirus (indicadas por signos de interroga-
cion en la Figura 2.2), que en el caso de los virus ToRSV y ArMV se han identificado como X1, de funcién
aun desconocida, y X2 que se cree participa en el ensamblaje del complejo de replicacion (Sanfacon,
2021). Por su parte, el ARN2 codifica la proteina de la cubierta o capside (CP) y la proteina del movi-
miento (MP) que participa en la transmision viral célula a célula (Figura 2.2), ademas puede contener
uno o dos dominios de proteinas adicionales en su extremo 5’ (indicadas por signos de interrogacion
en la Figura 2.2) (Sanfacon, 2021).

Una de las principales caracteristicas que distingue a los nepovirus es que codifica una sola CP grande
de 53-60 kDa (Thompson et al,, 2017; Sanfacon, 2021). Las proteinas codificadas por ambos ARNs son
necesarias para que ocurra la infeccion sistémica del virus.

Todo el proceso de replicacion y traduccion del genoma viral ocurre en el citoplasma de la célula hos-
pedera. Alli el genoma viral se libera de la capside vy, utilizando elementos del metabolismo celular,
comienzan casi en paralelo los procesos de traduccion y replicacion de los ARNs virales. La traduccion
genera las poliproteinas, que luego son cortadas por la proteasa Pro, produciendo las proteinas virales
maduras.

La replicacion se lleva a cabo por la ARN polimerasa dependiente de RNA (Pol) que utilizaria como
partidor la proteina VPg unida al extremo 5’ de los ARNs virales. Este proceso sucederia en complejos
de replicacion asociados a vesiculas derivadas de la membrana del reticulo endoplasmatico (ER) de la
célula hospedera, los cuales contendrian todos los elementos necesarios para que este proceso ocu-
rra, permitiendo una mayor eficiencia de replicacion y proteccion del sistema de defensa de la planta
(Thompson et al,, 2017; Sanfacon, 2021). Inmediatamente, comienza el ensamblaje de las nuevas par-
ticulas virales que permitiran continuar con la infeccion del hospedero.

Las células infectadas por virus del género Nepovirus se caracterizan por la presencia de estructuras
tubulares en o cerca de la pared celular (Figura 2.1 B), siendo su componente estructural la proteina MP.
Los virus modifican la estructura de los plasmodesmos, canales que atraviesan la membrana y pared
celular de las células vegetales, con estas estructuras tubulares que permiten el traslado de los virio-
nes a la proxima célula, estrategia llamada movimiento guiado por tdbulos, para el cual es necesario
la interaccion entre CP, MP y con el citoesqueleto de la célula hospedera (Schmitt-Keichinger et al,
2017; Sanfacon, 2021). Una vez que el virus alcanza el sistema vascular de la planta, infecta sistema-
ticamente al hospedero.

Los nepovirus que afectan la vid son transmitidos a nuevos hospederos a través de nematodos, como
también por injertos e inoculaciones mecanicas (Thompson et al,, 2017; Sanfacon, 2021). Los nematodos
pueden mantenerse infecciosos por periodos de tiempo variables dependiendo de la especie (entre 9
semanas y 4 anos) y debido a su movimiento restringido en el suelo, la transmisién del virus es lenta.
La relacion virus/nematodo suele ser especifica, donde una o dos especies de nematodos transmiten
un virus determinado (Cuadro 2.1) (Sanfacon, 2021). La transmision viral a larga distancia se debe al
movimiento de material de propagacion infectado.
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Este género de virus, ademas de infectar la vid, tiene un amplio rango de hospederos (arboles fruta-
les, arandanos, cultivos horticolas, entre otros) y se encuentra distribuido extensamente en regiones
templadas, induciendo enfermedades de gran importancia econémica en una variedad de cultivos, en
los cuales produce sintomas como lesiones clordticas o necroticas, aunque muchos de sus hospederos
se mantienen asintomaticos. Por otro lado, la intensidad de los sintomas dependera de la interaccion
especifica entre virus-hospedero y de las condiciones ambientales.

El principal método de control de este tipo de virus es la eliminacion de las plantas infectadas y de
los hospederos herbaceos que funcionan como reservorios del virus, como también la utilizacion de
material vegetal certificado libre de virus. A su vez, la eliminacidn de los nematodos que transmiten
estos virus por fumigacion del suelo con nematicidas de amplio espectro no siempre es efectiva, ya
que las poblaciones de nematodos pueden encontrarse bastante profundas en el terreno (1 m o mas),
haciéndolas casiimposibles de erradicar, ademas, este método es muy costoso y toxico para el medioam-
biente. También, se han disefiado plantas con resistencia a estos virus utilizando pequenas regiones
del genoma viral, como la que codifica para la CP, con el fin de inducir el mecanismo de silenciamiento
génico de ARN viral de la planta. Uno de estos casos corresponde a vides transgénicas transformadas
con la region codificante de CP, que han mostrado resistencia a GFLV en un campo muy infestado con
nematodos viruliferos (Andret-Link, 2004; Sanfacon, 2008).

En el Capitulo 3 nos enfocaremos en tres especies miembros de los nepovirus que han sido reportadas
en Chile afectando el cultivo de la vid: Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis mosaic virus (ArMV) y
Tomato ringspot virus (ToRSV).

2.2. Familia Closteroviridae

La familia Closteroviridae esta compuesta por 14 géneros, de los cuales nos referiremos a tres de ellos:
Closterovirus, Ampelovirusy Velarivirus, géneros que estan presentes en Chile con especies que afectan
la vid. Esta familia de virus posee particulas virales filamentosas helicoidales flexibles muy largas sin
envoltura (Figura 2.4 Ay B), de aproximadamente 10 a 13 nm de diametro y cuya longitud varia segin
el género entre 1.250 nmy 1.700 nm.

[l ssRNA+

Capside

Figura 2.4. Familia Closteroviridae. A: Esquema de la particula viral. B: Micrografia electrénica de particulas de
Grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2) con un aumento de x250000 (German-Retana et al,, 1999).
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El genoma de esta familia es uno de los mas grandes dentro de los virus de plantas (entre 13 a2 19.3
kb) y consiste en una hebra simple de ARN de sentido positivo (sSARN+). La organizacion del genoma
se mantiene muy conservado entre estos tres géneros y se caracteriza por tener diferentes marcos de
lectura abiertos (ORF por sus siglas en inglés), cuyo nimero y posicion en la secuencia nucleotidica
del ARN puede variar segln la especie viral. El ORF es una de las posibles formas en que se puede
leer la secuencia de nucleotidos del genoma, lo que permite, como en el caso de algunos virus, tener
varios genes solapados que codifican para distintas proteinas.

En el genoma de los integrantes de esta familia, se pueden distinguir dos bloques conservados. El
primero esta compuesto por los ORFla y ORF1b, ubicado cerca del extremo 5’ y que codifica pro-
teinas relacionadas con la replicacion. EL ORF1a posee los dominios para una cisteina proteasa (Pro)
que rompe las poliproteinas virales, una metiltransferasa (Mtr) que participa en la formacion del
casquete en el extremo 5’ y una helicasa (Hel), mientras que el ORF1b codifica la ARN polimerasa
dependiente ARN (RdRP) (Figura 2.5) (Fuchs et al,, 2020; Song et al., 2021).

5 I v fseron) pss-64 (oIS *
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Figura 2.5. Esquema general de la organizacion del genoma viral de la familia Closteroviridae. Cerca del extremo 3’
se observa una region destacada en color celeste con el nombre ORFs que corresponde a varios ORF que varian para
cada género de la familia.

El segundo bloque abarca cinco ORFs conservados casi sin modificaciones que codifican proteinas
relacionadas con el ensamblaje de viriones y el movimiento intracelular, que corresponden a una
proteina hidrofobica pequena de membrana de 4 a 6 kDa (llamada P4 a P6 dependiendo del peso
molecular) esencial para el movimiento local del virus, el homologo de la chaperona celular HSP70
(HSP70h), una proteina de 55 a 64 kDa (denominada P55 a P64, segln su peso molecular) y dos tipos
de la proteina de cubierta, CP menor (CPm) y CP (Figura 2.5). Los ORFs que siguen (mas cercanos al
extremo 3’) varian en nimero codificando para diferentes proteinas segln cada género viral (Figura
2.5) (Fuchs et al,, 2020; Song et al,, 2021). Algunas de estas proteinas funcionan como supresores
del silenciamiento de ARN viral, uno de los mecanismos de defensa de la planta, lo cual ayuda a la
supervivencia del virus dentro de la célula hospedera (German-Retana et al,, 1999; Fuchs et al., 2020).

El virus se ubica en el citoplasma de la célula hospedera. Los viriones se mueven a las células veci-
nas a través de estructuras tubulares, alcanzando finalmente el floema del sistema vascular de la
planta, donde permanecen. Alli inducen en las células asociadas al floema la proliferacion de grupos
de vesiculas membranosas derivadas del reticulo endoplasmico y mitocondrias, y la formacion de
cuerpos de inclusion producidos por la agregacion de viriones (Figura 2.6). Estas modificaciones
ultraestructurales constituyen una caracteristica de la infeccion por la familia Closteroviridae
(Bar-Joseph y Dawson, 2008; Fuchs et al., 2020).

El control de los virus pertenecientes a estos tres géneros (Ampelovirus, Closterovirusy Velarivirus)

se realiza a través de cuarentenas en las zonas donde la infeccion aln no esta diseminada, la utili-
zacion de material propagativo libre de virus y el control de la poblacion vectores que diseminan la
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Figura 2.6. Micrografia electronica de contraste negativo de agregados de
particulas virales (V) de un integrante de la familia Closteroviridae, en el
citoplasma de tubos cribosos de V. vinifera cv. Semillon. La letra m indica
mitocondria (Castellano et al, 2000).

infeccion, utilizando insecticidas de manera eficiente, aunque este método por sisolo no proporciona
un control completo de la infeccion. Cuando la infeccion se ha establecido de manera mas severa,
se debe recurrir a la erradicacion de plantas infectadas.

2.2.1. Genero Closterovirus

Los closterovirus poseen 17 especies, de las cuales una de ellas afecta el cultivo de la vid, Grapevine
leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2), y que se encuentra presente en Chile. Los viriones de este género
miden entre 1.250 y 2.200 nm de largo y entre 10 a 13 nm de ancho, y su genoma esta compuesto por
ocho a doce ORFs. En particular, GLRaV-2 posee un genoma de 16.5 kb y nueve ORFs (Fuchs et al.,, 2020;
Song et al,, 2021).

La diseminacion de los closterovirus ocurre a través de afidos de forma semipersistente no circulativa,
sin embargo, no hay ningln vector descrito para la transmisidon de GLRaV-2 (Cuadro 2.1). Al igual que
en el género Ampelovirus, los viriones no pueden ser transmitidos por semillas o mecanicamente, pero
s1 pueden permanecer en injertos, lo que les permite ser transmitidos a larga distancia mediante el
movimiento de material de propagacion contaminado.

Los sintomas que produce GLRaV-2 en la vid se visualizan como fuerte enrollamiento de las hojas hacia
abajo y enrojecimiento, como también la disminucion de la eficacia de injertos (German-Retana et
al., 1999). Ademas, en algunos casos puede causar incompatibilidad de injertos (Greif et al,, 1995), lo
que debe ser corroborado utilizando plantas indicadoras como el portainjerto Kober 5BB, tal como se
describe en el Capitulo 4 de este libro.
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2.2.2. Genero Ampelovirus

Este género posee 13 especies virales (German-Retana et al, 1999; Fuchs et al,, 2020; ICTV, 2022), de
las cuales cuatro afectan el cultivo de la vid, pero s6lo tres de ellas estan descritas en Chile: Grapevine
leafroll-associated virus-1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-3) y Grapevine
leafroll-associated virus-4 (GLRaV-4).

Los viriones miden entre 10 a 13 nm de diametro y 1.400 nm-2.200 nm de longitud. Respecto del genoma,
los ampelovirus poseen una amplia variacion en la longitud y organizacion de este. Por ejemplo, GLRaV-3
es uno de los que posee el genoma mas grande (18.5 kb) con 13 ORFs, mientras que GLRaV-4 posee un
genoma mas simple (13.8 kb) con siete ORFs (Fuchs et al., 2020; Song et al, 2021).

La diseminacion de los integrantes de este género ocurre de forma semipersistente no circulativa, es decir, que
el vector requiere de un mayor tiempo de alimentacion (minutos a horas) para adquirir el virus, como en este
caso donde debe acceder al floema de la planta infectada para encontrar al patdogeno, y pueden mantenerse
virulentos por tres o cuatro dias. La transmision de estos virus ocurre por vectores pertenecientes a la familia
Pseudococcidae, como chanchitos blancos, existiendo también una variacion en el rango de vectores desde
muy amplia a restringida, dependiendo del virus. Por ejemplo, varios de los virus GLRaVs son transmitidos
por las especies Planococcus ficus y Pseudococcus longispinus (Cuadro 2.1) (Sarwar, 2020). No pueden ser
transmitidos por semillas o mecanicamente, pero si pueden permanecer en injertos (Fuchs et al., 2020) y por
lo tanto, ser transmitidos a larga distancia gracias al movimiento del material de propagacion contaminado.

Los sintomas que causan los ampelovirus en la vid son enrollamiento y enrojecimiento de las hojas, y afectan
en particular el floema, componente del sistema vascular de las plantas. De los ampelovirus que afectan
el cultivo de la vid, GLRaV-3 es considerado el principal agente causal de la enfermedad del enrollamiento
de la hoja de vides. Este problema tiene un gran impacto, produciendo entre un 10 a 70 % de pérdidas en
el rendimiento de produccion a nivel mundial, ya que disminuye el contenido de azlcar, los s6lidos solu-
bles y compuestos fenélicos de las uvas, ademas de impactar negativamente en la eficacia del injertoy la
capacidad de enraizamiento de las plantas (Fuchs et al., 2020).

2.2.3. Género Velarivirus

El género Velarivirus esta integrado por ocho especies. Sus particulas virales miden aproximadamente
entre 10 a 13 nm de diametroy 1.500 nm a 1.700 nm de longitud. El genoma de este género posee entre
siete a nueve ORFs. En Chile se ha identificado Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7), que posee
un genoma de 17.6 kb con nueve ORFs y cuyo Unico hospedero es la vid (Martelli et al,, 2012; Fuchs et al,
2020; Song et al., 2021).

GLRaV-7 se encuentra ampliamente distribuido en las regiones del mundo en donde se cultiva la vid, sin
embargo, no causa sintomas en su hospedero. Para este virus tampoco se ha descrito un vector asociado,
pero puede permanecer en injertos, lo que le permite ser diseminado a larga distancia a través del material
de propagacion contaminado (Cuadro 2.1) (Fuchs et al,, 2020).

2.3. Familia Betaflexiviridae
La familia Betaflexiviridae esta integrada por virus cuya estructura corresponde a particulas virales fila-
mentosas helicoidales flexibles sin envoltura virica, de aproximadamente 10 a 15 nm de diametro y cuya

longitud varia entre 640 nmy 1.000 nm. Las particulas virales de esta familia presentan un patron de bandas
cruzadas o lineas longitudinales en su superficie (Figura 2.7).

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) / MINISTERIO DE AGRICULTURA 31



Figura 2.7. Micrografia electronica de contraste negativo de una particula viral de un aislado de la especie Gra-
pevine virus A (GVA), perteneciente al género Vitivirus. La barra de color rojo representa 100 nm (Fuente: Adams
etal, 20121).

El genoma de las especies pertenecientes a la familia Betaflexiviridae, consiste en una hebra simple de
ARN de sentido positivo (ssARN+), cuyo extremo 5’ se encuentra protegido por un casquete 7-metilgua-
nilato (m7G) y en su extremo 3’ posee una cola de poliadeninas. La organizacion principal del genoma se
encuentra conservada entre los miembros de la familia, pero existen diferentes ORFs para cada género
viral, que codifican entre tres a seis proteinas: metiltransferasa (Mtr) involucrada en la replicacion, ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp), la proteina de movimiento (MP) que participa en el traslado del
virion entre células y que en el caso de los foveavirus es reemplazada por un bloque de tres (TGB), y la
proteina de cubierta (CP). En los vitivirus, entre RdRp y MP existe una proteina adicional denominada
20K. Ademas, en los trichovirus y vitivirus puede existir una proteina llamada NB, que tiene la capacidad
de unirse a acidos nucleicos (Figura 2.8) (Adams et al,, 2011).

Vitivirus LYl Mr Hel RdARP 20K, MP (o 3 AAA, 3'
Foveavirus 5m’GEYy Hel RdARP TGB1 TGB2 TGB3 (v AAA, 3'

Trichovirus 5 m’G Yy Hel RdRP MP (o BN AAA, 3'

Figura 2.8. Esquema de la organizacion del genoma viral de los tres géneros de familia Betaflexiviridae estudiados
en este trabajo. EL signo de interrogacion indica que la proteina NB puede o no estar presente en la secuencia. En
los tres géneros el primer ORF codifica para tres proteinas (Mtr, Hel y RdRp)

Los viriones se encuentran en el floemay las células del parénquima de las hojas y raices, acumulandose
en grandes agregados en el citoplasma o a veces en el nlcleo de estas células (Adams et al., 2011). El virus
se traslada de una célula a la siguiente mediante dos tipos de movimientos, dependiendo del género viral:

a) Con las proteinas del bloque TGB no guiado por tdbulos.
b) Por el movimiento guiado por tlbulos donde esta involucrada la proteina MP.

Los hospederos naturales de esta familia son plantas lefiosas y hongos. En el caso de los géneros
Foveavirus, Trichovirusy Vitivirus, el rango de huéspedes esta restringido a uno solo 0 a unos pocos
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hospederos (Adams et al,, 2011). Los sintomas que causan los virus de esta familia son leves o
simplemente no causan sintomas en el hospedero.

La transmision de los virus pertenecientes a la familia Betaflexiviridae ocurre mediante vectores como
chanchitos blancos y cochinillas en forma semipersistente no circulativa (Maree et al,, 2019), pero a
gran parte de ellos no se les conoce un vector de transmision. Otra forma de diseminacion de estos
virus es mediante injertos y material de propagacion infectados.

2.3.1. Género Vitivirus

El género Vitivirus contempla 17 especies. Los viriones tienen una longitud de 725 nma 825 nmy entre
10 a 15 nm de diametro aproximadamente. El genoma es una simple hebra de ARN en sentido positivo,
cuyo tamano varia entre 7.4 kb a 7.6 kb, que se organiza en cinco ORFs. Este género se distingue porque
su genoma codifica para dos proteinas adicionales (Figura 2.8): la proteina 20K, que podria estar involu-
crada en la transmision por vector o en la interaccion con el huésped y la proteina NB, que en vitivirus
ha demostrado que puede suprimir el silenciamiento del ARN viral que forma parte del mecanismo de
defensa de la planta (Adams et al,, 2011; Koch et al,, 2020; ICTV, 2022).

La mayoria de los vitivirus poseen una variedad de vectores, siendo los mas eficaces las cochinillas.
Varios autores sugieren que para una transmision por vector eficaz de un vitivirus que infecta vides es
necesaria la presencia de un ampelovirus (Maree et al,, 2019).

El principal huésped de la mayoria de los virus pertenecientes a este género es Vitis spp., razon por la
cual obtienen su nombre (Maree et al,, 2019) y se han relacionado con el complejo de enfermedades
rugosas de la madera, donde la severidad de los sintomas dependera de la combinacion virus-hospe-
deroy las condiciones ambientales. Dentro de los miembros de este género que afectan a la vid, se han
identificado en Chile a Grapevine virus A (GVA) y Grapevine virus B (GVB) (Cuadro 2.1).

2.3.2. Genero Foveavirus

Los foveavirus poseen 12 especies virales, entre las cuales se encuentra Grapevine rupestris stem pitting
asssociated virus (GRSPaV) que solo infecta vides y cuya presencia ha sido detectada en Chile (Adams
et al, 2011; Koch et al,, 2020; ICTV, 2022).

Las particulas virales de los Foveavirus tienen una longitud de entre 800 nm a 1.000 nm y aproximada-
mente 10 nm a 15 nm de diametro. El genoma de GRSPaV corresponde a una hebra simple de ARN en
sentido positivo de 8.7 kb, que se encuentra organizado, al igual que el del resto de los Foveavirus, en
cinco ORFs. Este género viral se caracteriza por codificar en su genoma el bloque TGB de proteinas del
movimiento (Figura 2.8) y contar con una CP grande (28 a 44 kDa).

GRSPaV es un virus relativamente joven, fue asociado a la enfermedad de picadura del tallo en el afo
1998 (Zhang et al,1998). Esta ampliamente distribuido en el mundo, afectando el cultivo de vid y, por

lo mismo, ha sido caso de amplios estudios. Actualmente no se conoce un vector asociado a él, por lo
que su diseminacion ocurre mediante injerto.

2.3.3. Género Trichovirus
Este género esta integrado por 10 especies, las cuales tienen particulas de un diametro aproximado de

10 nma 15 nm y una longitud de 640 nm a 760 nm. El genoma es una hebra simple de ARN en sentido
positivo organizado en tres o cuatro ORFs dependiendo de la especie viral (Adams et al., 2011; Koch et
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al,, 2020; ICTV, 2022). En Chile solo se ha detectado la presencia de Grapevine pinot gris virus (GPGV)
en el cultivo de la vid, el cual posee un genoma de 7.2 kb organizado en tres ORFs.

La diseminacion de los integrantes de este género se realiza mediante acaros, pulgones y chanchitos
blancos. En el caso especifico GPGV, el vector es el acaro Colomerus vitis, pero también puede disemi-
narse a través de injertos (Cuadro 2.1).

GPGV se reportd por primera vez en el afio 2012 (Giampetruzzi et al, 2011), por lo tanto, es un virus
emergente causante de la enfermedad Moteado y deformacion de las hojas de la vid (GLMD, por sus
siglas en inglés). Estos virus producen retraso en el crecimiento de la planta, moteado, deformacion de
hojas y frutos, entre otros (Adams et al., 2011; Koch et al., 2020).

2.4. Familia Tymoviridae

Esta familia tiene seis géneros, de los cuales dos poseen especies que afectan los cultivos de vid: gé-
neros Maculavirus y Marafivirus.

Los viriones son particulas icosaédricas con contorno redondeado, de aproximadamente 30 nm de
diametro, sin envoltura virica (Figura 2.9). El genoma esta compuesto por una hebra simple de ARN de
sentido positivo (ssARN+) con un alto contenido de la base nitrogenada Citosina (entre 32y 50 %), que
tiene entre 6.000 a 7.500 pb, cuyo extremo 5’ se encuentra protegido por un casquete 7-metilguanilato
(m7G) y su extremo 3' una cola de poliadeninas (Figura 2.10) (Martelli et al,, 2002; King et al,, 2012;
Hammond y Abrahamian, 2020).

Figura 2.9. Familia Tymoviridae. A: Esquema de la particula viral. B: Micrografia electronica de contraste negativo
de viriones (indicadas con fechas) y particulas virales vacias de GFkV (Martelli et al., 2002).

La replicacion, traduccion y formacion de nuevas particulas virales ocurre en el citoplasma de la célula
hospedera en complejos replicativos formados de la membrana de mitocondrias o cloroplastos. El virus
luego se traslada de célula a célula, alcanzando el floema donde las particulas virales permanecen
restringidas (King et al,, 2012; ICTV, 2022).
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El rango de hospederos de esta familia es reducido y a veces restringido a uno solo. La sintomatologia
que causan estos virus abarca desde rayas cloroticas, aclaramiento de las venas, moteado de las hojas
0 enanismo, entre otros (King et al.,2012). Para el caso de los marafivirus y maculavirus que afectan a
la vid, la diseminacidn ocurre principalmente a través de material de propagacion infectado, (King et
al,2012).

2.4.1. Genero Maculavirus

Este género posee actualmente una sola especie, Grapevine fleck virus (GFkV), el cual se encuentra
identificado en Chile (King et al,, 2012; ICTV, 2022). Su genoma de 7,5 kb es el mas grande de la
familia Tymoviridaey el que posee el mayor contenido de Citosina (49.8 %) (Haenniy Dreher, 2008).
Este se encuentra organizado en cuatro ORFs que codifican las siguientes proteinas: metiltransferasa
(Mtr), cisteina proteasa (Pro), helicasa (Hel), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), proteina de
cubierta (CP) de 24 kDa y finalmente para unas proteinas de 31 (p31) y 16 KDa (p16), cuya funcién
es desconocida (Figura 2.10) (Martelli et al., 2002; King et al.,, 2012; Hammond y Abrahamian, 2020).

AAA, 3

Figura 2.10. Esquema de la organizacion del genoma viral de GFkV. Las flechas rojas indican los sitios donde la
proteasa Pro corta la poliproteina. El primer ORF codifica para cuatro proteinas (Mtr, Pro, Hel y RdRP).

Los maculavirus infectan solo a especies de Vitis de forma latente, a excepcion de V. rupestris donde
produce manchas transltcidas en las hojas. Hasta el momento no se conoce un vector que disemine
este tipo de virus, pero se sabe que no es transmisible por inoculacion mecanica ni semillas. Su
principal medio de transmision es a través de material propagativo contaminado, lo que le ha per-
mitido esparcirse por distintas regiones del mundo (Martelli et al., 2002; King et al., 2012; Hammond
y Abrahamian, 2020).

2.4.2. Genero Marafivirus

Este género posee 11 especies virales, de las cuales Grapevine Syrah virus-1 (GSyv-1) afectaalavid y
se encuentra presente en Chile. Cuenta con un genoma viral de entre 6.3 a 6.8 kb, organizado en tres
ORFs. Una caracteristica de este género es que codifican para dos proteinas CP, una de 21 kDa (CP1) y
otra de entre 22.5 a 25 kDa (CP2) (Figura 2.11) (Hammond y Abrahamian, 2020).

Figura 2.11. Esquema de la organizacion del genoma viral del género Marafivirus. Las flechas rojas indican los
sitios donde la proteasa Pro corta la poliproteina. El primer ORF codifica para cuatro proteinas (Mtr, Pro, Hel y RdRP).
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GSyv-1 posee un genoma de 6506 bp y se encuentra presente en varios paises donde se cultiva la vid.
Esta especie corresponde a un virus emergente, ya que fue detectado por primera vez en el afio 2009
en USA en plantas de vides que manifestaban la enfermedad del Declinamiento de Syrah (Rwahnih et
al., 2009), debido a esto inicialmente se le considero el agente causal de esta enfermedad. Sin embargo,
estudios posteriores han determinado que hasta el momento no puede asociarse un virus con la etiologia
de esta enfermedad (Xiao et al, 2022). Asimismo, tampoco se ha podido definir una sintomatologia para
este virus, ya que se ha encontrado como parte de infecciones mixtas o en plantas con la enfermedad
Declinamiento de syrah.

No se han determinado vectores para la diseminacion del GSyV-1y, como el resto de las especies de este
género, no puede transmitirse por inoculacidon mecanica ni por semillas. Por lo tanto, su diseminacion
ocurre principalmente mediante material de propagacion contaminado (King et al,, 2012; Hammond y
Abrahamian, 2020).

En Chile existe hasta la fecha solo un reporte de GSyV-1, el cual fue determinado en una muestra de cv.
Syrah de la Region del Libertador Bernardo O’Higgins en el afio 2010 (Engel et al,, 2010b).
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Enfermedades causadas por virus que
afectan el cultivo de la vid en Chile
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En el ambito de la agricultura, los virus son probablemente los fitopatdgenos mas dificiles de controlar,
puesto que no existe un control quimico y su contencion se basa solo en métodos preventivos. En la
fruticultura, los virus han causado graves dafos en numerosos cultivos a través de la historia, siendo
testimonio de ello las grandes devastaciones y pérdidas econdomicas a nivel mundial causadas por
algunos de estos patogenos.

Aligual que en el resto del mundo, los viveros y huertos de Chile se han visto afectados por infecciones
virales. En viveros, estos patogenos pueden afectar la produccion de plantas, ya sea porque causan
incompatibilidad en la union variedad-portainjerto, por disminuir el porcentaje de prendimiento de
yemas, o simplemente afectando el crecimiento de la planta. Por su parte, en los huertos pueden causar
una disminucion en los rendimientos y calidad de los productos agricolas, como también retraso en el
crecimiento de las plantas. Debido a esto, se vuelve necesario desarrollar estrategias para la produccion
de plantas libres de virus y mantener un riguroso control sobre el ingreso de material vegetal al pais.
De igual forma, los productores juegan un rol fundamental en evitar que este tipo de enfermedades
devasten zonas completas de determinados cultivos; para lo cual deben comprender la importancia de
controlar, de manera eficiente, estas infecciones a través de la erradicacion de plantas infectadas y el
control eficaz de los vectores que las transmiten.

El trabajo en conjunto de todos los actores involucrados en la cadena productiva se hace cada dia mas
necesario para asegurar el crecimiento sostenible de la agricultura chilena y mejorar la calidad de
los productos agricolas, ya sea plantas o productos finales de consumo. Un buen ejemplo de esto es
la Resolucion Exenta 4.145, publicada en el Diario Oficial el 9 de julio de 2021 (SAG, 2021), resultado
de un grupo de trabajo conformado por representantes de la empresa privada, INIA, universidades y
liderado por el SAG, autoridad oficial encargada de proteger y mejorar la condicion fitosanitaria de los
recursos productivos del ambito silvoagricola. Esta resolucion establece como plagas no cuarentenarias
reglamentadas para el material de propagacion de especies de vid a Grapevine fanleaf virus (GFLV) y
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) y tiene alcance sobre las vias de dispersion de los virus,
el proceso productivo de plantas corrientes, uso del material de propagacion, lugares de produccion,
insumos, trazabilidad y operadores, la cual se complementa con la Resolucion Exenta 981 (SAG, 2014),
que norma la produccion de plantas en los viveros y deposito de plantas.

De la totalidad de especies virales que afectan el cultivo de la vid, alrededor de 31 son causantes de
las cuatro enfermedades mas importantes: Degeneracion infecciosa de la vid, Declinamiento de la vid,

Enrollamiento de la hoja de la vid y Complejo rugoso de la madera (Cuadro 3.1), las cuales provocan
sintomas como malformacion y afeccion en el color de hojas tales como: amarillamiento, moteado
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Cuadro 3.1. Principales enfermedades de origen viral que afectan a la vid y su agente causal.

Nombre de

la enfermedad Nombre del agente causal Acronimo Especie

Degeneracion  Grapevine fanleaf virus * GFLV Nepovirus foliumflabelli

infecciosay Arabis mosaic virus * ArMV Nepovirus arabis

declinamiento  Grapevine deformation virus GDeV Nepovirus deformationis

de la vid Grapevine chrome mosaic virus GCMV Nepovirus chromusivum
Tomato black ring virus TBRV Nepovirus nigranuli
Grapevine Anatolian ringspot virus GARSV Nepovirus anatoliense
Artichoke Italian latent virus AILV Nepovirus italiaense
Grapevine Tunisian ringspot virus GTRSV Nepovirus tunisiaense
Raspberry ringspot virus RpRSV Nepovirus rubi
Grapevine Bulgarian latent virus GBLV Nepovirus bulgariense
Strawberry latent virus SLRV Stralarivirus fragariae
Cherry leaf roll virus CLRV Nepovirus avii
Tomato ringspot virus * ToRSV Nepovirus lycopersici
Tobacco ringspot virus TRSV Nepovirus nicotianae
Peach rosette mosaic virus PRMV Nepovirus persicae
Blueberry leaf mottle virus BLMoV Nepovirus myrtilli

Enrollamiento  Grapevine leafroll-associated virus 1 * GLRaV-1 Ampelovirus univitis

de la hoja Grapevine leafroll-associated virus 2 * GLRaV-2 Closterovirus vitis

de la vid Grapevine leafroll-associated virus 3 * GLRaV-3 Ampelovirus trivitis
Grapevine leafroll-associated virus 4 * GLRaV-4 Ampelovirus tetravitis
Grapevine leafroll-associated virus 7 * GLRaVv-7 Velarivirus septemvitis
Grapevine leafroll-associated virus 13 GLRaV-13 Ampelovirus tredecimvitis

Complejo Grapevine virus A * GVA Vitivirus alphavitis

rugoso de Grapevine virus B * GVB Foveavirus rupestris

la madera Grapevine virus D GVD Vitivirus deltavitis
Grapevine virus E GVE Vitivirus epsilonvitis
Grapevine virus F GVF Vitivirus phivitis
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus*  GRSPaV Foveavirus rupestris

Fleck Grapevine Fleck virus * GFkV Maculavirus vitis
Grapevine asteroid mosaic-associated virus GAMaV Marafivirus asteroides
Grapevine rupestris vein feathering virus GRVFV No ha sido aprobado como

especie por el ICTV (**)

Grapevine red globe virus GRGV Grablovirus vitis

Enfermedades Grapevine pinot gris virus * GPGV Trichovirus pinovitis

emergentes Grapevine Syrah virus-1 * GSyV-1 Marafivirus syrahense
Grapevine red blotch associated virus GRBaV Grablovirus vitis

*: virus identificados en Chile.
**: International Committee on taxonomy of Viruses.
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clorotico y manchas anulares; ademas, pueden presentarse sintomas en la madera, como picaduras
0 surcos. También se puede observar una disminucion del crecimiento de la planta causado por una
brotacion retardada de la yema y menor velocidad en el desarrollo, lo que puede provocar reduccion
de los rendimientos y calidad de la fruta (Martelli, 2017).

El desarrollo de herramientas moleculares ha permitido determinar que en Chile estan presentes algunos
de los virus que son agentes causales de estas enfermedades (Cuadro 3.1). En el caso de las enferme-
dades Declinamiento de la vid y Degeneracion infecciosa de la vid, se han descrito en Chile tres de los
16 agentes causales de esta enfermedad: GFLV, el principal representante, identificado a finales de la
década de los 70 (Cereceda y Auger, 1979), Arabis mosaic virus (ArMV) detectado a mediados de los
anos 90 (Herrera y Madariaga, 1994) y Tomato ringspot virus (ToRSV), el cual solo ha sido identificado
en nuestro pais mediante la prueba ELISA (Herrera y Madariaga, 1994).

En cuanto a la enfermedad Enrollamiento de la hoja de la vid, cinco de los seis agentes causales
han sido determinados en Chile (Cuadro 3.1) (Sanchez, 1995; Escobar et al., 2008; Engel et al., 2008;
Fiore et al.,, 2008; Engel et al,, 2010a). Para el Complejo rugoso de la madera, se han descrito tres de
los seis virus que causan la enfermedad (Fiore et al.,, 2008). En esta misma publicacion, los autores
identificaron a Grapevine fleck virus (GFkV), un virus de menor importancia y que no causa mayores
sintomas (Cuadro 3.1).

En los altimos anos, en las principales regiones productoras de uva en el mundo, se han determinado otros
virus conocidos como “virus emergentes” debido a que su incidencia ha aumentado significativamente.
Las técnicas de secuenciacion masiva han permitido un gran avance en este tema. Las tres enfermedades
mas conocidas causadas por estos fitopatogenos emergentes son: Moteado y deformacion de las hojas
de la vid causada por Grapevine pinot gris virus (GPGV); Declinamieno del Syrah, inicialmente asociada a
Grapevine syrah virus-1 (GSyV-1), aunque estudios posteriores demostraron que no es posible asociarlo
como agente causal de dicha enfermedad y Mancha roja de la vid causada por Grapevine red blotch
associated virus (GRBaV). De estos, los dos primeros [virus] han sido determinados en Chile (Engel et
al,, 2010b; Zamorano et al., 2019).

3.1. Descripcion de enfermedades virales en vides presentes
en Chile

Entre las cuatro principales enfermedades de origen viral que afectan la vid, aquellas causadas por GFLV
y por el complejo viral conformado por las cinco especies de GLRaV se pueden considerar como las mas
importantes en Chile debido a su alta prevalencia y efectos que causan en el cultivo.

El virus GFLV causa un efecto importante en la calidad de la fruta, provocando una disminucion del
contenido de azlcar y de la acidez titulable (Andret-Link et al., 2004). Dependiendo de las condi-
ciones ambientales y de los aislados del virus, también se presentan otros efectos negativos para la
produccion de uva, tales como millerandage y retrasos en el crecimiento.

En Chile, este virus ha sido una preocupacion desde muchos anos atras, pues ya en 1973 se descri-
ben los efectos de la hoja de abanico de la vid en vifiedos chilenos (Valenzuela, 1973). Luego de ser
oficialmente identificado y caracterizado en 1979 (Cereceda y Auger, 1979), se realizaron estudios
referentes a los efectos de este virus en la produccion de uva (Auger et al., 1998). Los resultados de
este estudio indicaron diferencias entre plantas sanas y enfermas en parametros tales como: dia-
metro del tronco, longitud de las ramillas, el diametro de las bayas, el contenido de solidos solubles
y el rendimiento, entre otros.
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En el caso de los virus causantes del enrollamiento de la hoja de la vid, generan una baja en el rendi-
miento. En Chile, se han realizado estudios en la variedad Cabernet Sauvignon sobre la expresion de
genes relacionados con la biosintesis de antocianinas y del metabolismo del aztcar, los cuales revelaron
una maduracion incompleta de las bayas en plantas infectadas (Vega et al,, 2011).

Los efectos de las infecciones causadas por todos estos virus, justifican un esfuerzo para el establecimiento
de parronales y vifiedos libres de ellos, comenzando por una produccion de plantas libres de virus y un
control eficiente de los vectores que los transmiten. Por ejemplo, para GFLV, cuyo vector es el nematodo
Xiphinema index, es importante utilizar suelos libres de este vector manteniendo en consideracion que
el nematodo conserva su capacidad infecciosa durante muchos afios, incluso en ausencia del huésped
(Demangeat et al,, 2005). Para el complejo viral de GLRaV es importante el control eficiente de chanchitos
blancos y conchuelas, tanto en viveros como durante toda la vida til de las plantas en parronales y vifedos.

3.1.1. Degeneracion infecciosa y declinamiento de la vid

Para esta enfermedad la literatura describe 16 virus (Martelli, 2017), pertenecientes al género Nepo-
virus (Cuadro 3.1). El principal representante es el nepovirus GFLV, cuya diseminacién ocurre mediante
el nematodo Xiphinema index e injertos (Cuadro 2.1). En Chile, este virus afecta parronales y vifiedos
generando pérdidas en rendimiento que se han estimado en un 12 % (Herrera, 2000). GFLV se manifiesta
en forma de tres sindromes diferentes que a continuacion se describen:

a. Sindrome deformacion infecciosa: se manifiesta con una deformacion de la lamina de la hoja (Figura
3.1), que puede presentar dentaciones agudas (Figura 3.2), hojas asimétricas o arrugadas (Figura 3.3).
Estas deformaciones pueden ir acompanadas de moteado clorotico, como se observa en la Figura 3.4.
En los brotes se puede observar entrenudos cortos y un crecimiento en Zig-Zag. Ademas, los racimos
no cuajan bien, observandose millerandage y una maduracion irregular de las bayas (Figura 3.5).

Figura 3.1. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV), manifestando en sus hojas deformaciones
asociadas al sindrome de deformacion infecciosa.
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Figura 3.2. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la imagen se puede observar que las hojas
presentan dentaciones agudas al borde de la lamina foliar.
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Figura 3.3. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV), se observan hojas asimétricas y con
deformacion.
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Figura 3.4. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). Se puede observar hojas con un moteado
amarillo asociado al sindrome de deformacion infecciosa.
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Figura 3.5. Racimo de una planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la imagen se puede apreciar
la maduracion irregular de las bayas.
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b. Sindrome mosaico amarillo: este sindrome se expresa tornando clordticas las hojas de las plantas
infectadas con este virus. En la lamina foliar pueden presentarse manchas de color amarillo intenso
brillante que se manifiestan en primavera (Figura 3.6) y pueden persistir hasta el verano (Figuras 3.7
y 3.8). En algunos casos, se puede observar un patron de clorosis que inicia en las venas secundarias
y puede abarcar las venas principales (Figuras 3.9 y 3.10). Estos sintomas pueden ir acompanados de
deformacion de hojas, entrenudos cortos, maduracion irregular del racimo, millerandage y corrimiento.

Figura 3.6. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la fotografia se puede observar las hojas
de un amarillo intenso brillante.
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Figura 3.7. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la fotografia se puede observar la lamina
de una hoja con un color amarillo cremoso.
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Figura 3.8. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). Se observa una hoja que a final de verano
aun mantiene un color amarillo intenso.
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Figura 3.9. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la imagen se puede observar una hoja
que manifiesta clorosis en las venas secundarias.
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Figura 3.10. Planta de vid infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la fotografia se observa una de sus hojas
con sintomas de clorosis en la vena principal y secundarias.
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c. Sindrome Vein Banding: la sintomatologia causada por este sindrome consiste en un moteado amarillo
que se organiza a lo largo de la nervadura y que puede llegar a cubrir totalmente la lamina de la hoja
(Figuras 3.11y 3.12). Este sintoma no va asociado a deformacion de hojas y se observa en pleno verano.

Figura 3.11. Hoja de vid proveniente de una planta infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la imagen se
puede observar el bandeado clordtico en la nervadura principal y secundarias.
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Figura 3.12. Hoja de vid proveniente de una planta infectada con Grapevine fanleaf virus (GFLV). En la fotografia
se puede observar un moteado amarillo alrededor de las de venas principales.
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Otro nepovirus presente en Chile que actlia como agente causal de esta enfermedad es Arabis mosaic
virus (ArMV), el cual es diseminado principalmente por el nematodo Xiphinema diversicaudatum que
no esta presente en Chile, por lo tanto, su mayor fuente de diseminacion es el material de propagacion
(Cuadro 2.1). En la década de 1990, en Chile se detectd la presencia del nepovirus Tomato ringspot virus
(ToRSV) mediante la prueba ELISA (Herrera y Madariaga, 1994 y 2001; Madariaga-Penaloza, 1998). Sin
embargo, hasta la fecha, esta deteccion no ha sido confirmada mediante otras técnicas de laboratorio.

La literatura reporta a ToORSV como uno de los virus mas dificiles de controlar pues, aunque tiene como
principal vector el nematodo Xiphinema americanum sensu lato, también puede ser transmitido por
varias especies de nematodos y semillas en el caso de ciertas malezas (Cuadro 2.1). Los sintomas cau-
sados por ArMV y ToRSV son muy dificiles de distinguir, pues la mayor parte de las veces se encuentran
asociados a GFLV.

La degeneracion infecciosa tiene un impacto econémico importante y, tal como ocurre en todas las
enfermedades causadas por virus, los efectos en el hospedero dependen de la variedad, el portainjer-
to, las condiciones climaticas de la zona de cultivo, la edad en la que se infect6 la planta y el aislado
viral. En Chile, se reportd una reduccion de rendimientos en el cultivar Thompson seedless infectado
con GFLV (Auger et al, 1992), mientras que otros reportes internacionales indican que el rendimiento
puede bajar hasta en un 80 % (Digiaro et al,, 2017; Sanfacon, 2021).

La diseminacion de esta enfermedad esta dada principalmente por propagacion de material vegetal e
injertos infectados, pero también por vectores como nematodos. Debido a esto, las principales medidas
de control de esta enfermedad deben hacerse de manera preventiva, utilizando material de propaga-
cion y portainjertos libre de virus, como también verificar la sanidad de los suelos a utilizar antes del
establecimiento de las vides en el campo.

3.1.2. Enrollamiento de la hoja de la vid

Esta enfermedad es causada por un complejo de virus compuesto por seis especies, cuyo nombre se
forma por Grapevine leafroll associated virus (GLRaV) seguido de un nimero (1,2,3,4,7,13). En Chile estan
presentes todos, excepto GLRaV-13 (Cuadro 3.1).

Diversos estudios moleculares han demostrado que estas especies virales comparten una misma
familia, pero distribuidas en tres géneros diferentes (Cuadro 2.1). Este grupo de virus causa grandes
pérdidas economicas, ya que las plantas afectadas son menos vigorosas, la fruta presenta retraso en la
maduracion, aumento en la acidez, disminucion de so6lidos solubles y falta de color en las bayas de las
variedades tintas. En hojas, la sintomatologia corresponde a enrollamiento de la lamina foliar y perma-
nencia del color verde en las venas al final del verano (Figura 3.13). Los sintomas son mas marcados en
los cultivares de uva tinta, en donde el color marron aparece en la lamina muy temprano (Figura 3.14),
mientras que en los cultivares de uva blanca se observa s6lo una clorosis leve en la hoja (Figura 3.15)
(Cieniewicz et al,, 2015). Al observar la sintomatologia que manifiestan las plantas al estar infectadas
con alguna de estas especies, es imposible distinguir cual de ellas es la responsable, por lo tanto, se
debe recurrir a analisis moleculares de laboratorio.
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Figura 3.13. Planta de vid variedad de uva tinta infectada con Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV). En la
fotografia se puede observar en detalle el color marrén en la zona intervenal, mientras las venas se mantienen
de color verde.
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Figura 3.14. Planta variedad uva tinta infectada con Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV). Se puede observar
el enrollamiento de las hojas y color marron de la zona intervenal.
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Figura 3.15. Hojas de vid variedad uva blanca infectada con Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV). Se observa
el enrollamiento de la lamina foliar y manchas amarillas correspondientes a la clorosis de la hoja.
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A continuacion, se describiran algunas caracteristicas de los GLRaVs descritos en Chile.

a. GLRaV-1: pertenece a la familia Closteroviridae, género Ampelovirus (Cuadro 2.1). Este virus es
causante de los sintomas asociados a la enfermedad del enrollamiento de la hoja de la vid, ya sea
cuando ha sido determinado s6lo o en asociacion con otros Grapevine leafroll virus. GLRaV-1 se
encuentra ampliamente distribuido en el mundo y se transmite a larga distancia mediante material
de propagacion infectado, y a corta distancia mediante varias especies de chanchitos blancos y
escamas, de las cuales en Chile estan presentes P. Longispinusy P. corni.

b. GLRaV-2: pertenece a la familia Closteroviridae, género Closterovirus (Cuadro 2.1). Esta especie
viral ademas de causar enrollamiento puede generar otros trastornos como la incompatibilidad de
injertos (Greif et al,, 1995). GLRaV-2 no tiene un vector de diseminacion asociado, por lo tanto, su
transmision ocurre mediante la propagacion de material vegetal e injertos infectados. Este virus
tiene varias variantes genéticas de las cuales dos han sido determinadas en Chile, GLRaV-5y GLRaV-9
(Engel et al., 2008; Engel et al,, 2010a). Estas variantes podrian llegar a causar graves problemas de
incompatibilidad entre el patron y el injerto.

c. GLRaV-3: pertenece a la familia Closteroviridae, género Ampelovirus (Cuadro 2.1). Es el principal
agente causal de esta enfermedad y el mas estudiado. La literatura reporta que genera pérdidas
avaluadas entre los U$ 20.000 y U$ 200.000 por hectarea en USA (Atallah et al,, 2012; Ricketts et al.,
2015). La diseminacion de este virus ocurre mediante material de propagacion infectado, injertos y
varias especies de chanchitos blancos y escamas, entre las cuales en Chile se encuentran P, ficus, P.
Longispinus, P. citri, P. viburniy P. calceolariae. Respecto de los sintomas, estos son muy similares a
los que causan los otros GLRaVs. En las variedades tintas, a finales del verano, la lamina de la hoja
se torna marron manteniendo las venas de color verde y posteriormente ocurre el enrollamiento de
la lamina foliar (Figura 3.13). En las variedades blancas no se observa cominmente el color rojizo,
pero si clorosis en la lamina de la hoja y enrollamiento de las hojas (Figura 3.15).

d. GLRaV-4: pertenece a la familia Closteroviridae, género Ampelovirus (Cuadro 2.1). Ha sido repor-
tado en varias regiones del mundo en donde se cultiva la vid. La transmision se realiza mediante
el movimiento de material infectado, injerto y también por vectores como chanchitos blancos y
escamas. Respecto de los sintomas causados por GLRaV-4, estos no se pueden diferenciar del resto
de los GLRaVs que causan esta enfermedad.

e. GLRaV-7:pertenece ala familia Closteroviridaey al género Velarivirus (Cuadro 2.1). Este virus esta distri-
buido ampliamente en el mundo, sin embargo, solo infecta a la vid y no causa sintomas en ella. Su dise-
minacion ocurre a través de material de propagacion infectado e injertos y no tiene vectores asociados.

3.1.3. Complejo rugoso de la madera

Esta enfermedad se considerd por muchos afios como un trastorno de la vid basado en sintomas eviden-
ciados en los hospederos diferenciales V. rupestris, LN33 y Kober 5BB; los cuales manifestaban cuatro
sindromes bien caracteristicos: Picadura del tallo de Rupestris (RSP), Ranurado del tallo de Kober (KSG),
Corteza corchosa (CB) y Ranurado del vastago LN-33 (LNSG).

En la década de los 80, Conti et al. (1980) visualizaron particulas virales, lo que permitio establecer la etiologia
de la enfermedad. Actualmente, se conoce que en el Complejo rugoso de la madera participan seis agentes
causales: Grapevine virus A, Grapevine virus B, Grapevine virus D, Grapevine virus E, Grapevine virus F y Gra-
pevine rupestris stem pitting associated virus. Los cinco primeros pertenecen al género Vitivirusy el Gltimo
al género Foveavirus. Estos virus pueden generar cuatro sindromes, tal como se muestra en el Cuadro 3.3.
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Cuadro 3.3. Sindromes del Complejo rugoso de la madera, virus asociados y hospederos diferenciales.

Virus Sindrome Hospedero diferencial
GRSPaV Picadura del tallo de Rupestris (Rupestris stem pitting, RSP) Vitis rupestris St. George
GVA Ranurado del tallo de Kober (Kober stem grooving, KSG) Kober 5BB

GVB Corteza corchosa (Corky bark, CB) Vitis rupestris y LN-33
No hgy VITUS | N-33 Stem Grooving LN-33

asociado

GVD Corteza corchosa (Corky bark, CB) No hay descrito

GVE No hay evidencia de relacion con un sindrome No hay descrito

GVF No hay evidencia de relacion con un sindrome No hay descrito

La enfermedad del Complejo de la madera rugosa es una de las mas importantes de la vid, pues tiene
un impacto economico significativo en la industria de esta fruta en todo el mundo (Orfanidu et al,
2021). Los sintomas pueden ser muy severos, especialmente en plantas injertadas que manifiestan un
abultamiento en la zona de la union patrén-injerto. La sintomatologia también se puede manifestar
en la corteza, ya sea en la variedad o en el portainjerto, mostrando un cambio en la textura y aspecto
de ésta que pasa a ser corchosa, esponjosa, gruesa, de aspecto aspero y presencia de ranuras. En otros
casos los sintomas pueden pasar desapercibidos, pues se manifiestan como menor vigor, brotacion
retrasada o enanismo en las plantas. Este complejo se disemina principalmente mediante material de
propagacion e injertos infectados. Ademas, los virus GVA y GVB son transmitidos por vectores como el
chanchito blanco (Pseudococcus longispinus) (Cuadro 2.1).

En Chile estan presentes tres de los seis agentes causales de esta enfermedad, los cuales son: GVA, GVB
y GRSPaV (Cuadro 3.1). No obstante, la literatura nacional no reporta la observacion de la sintomatologia
severa que estos virus provocan en otras partes del mundo. Fiore et al. (2008) sefialan en su trabajo
que esta situacion se debe posiblemente a que en Chile los vifiedos antiguos fueron establecidos en
pie franco, sin embargo, los autores observaron sintomas correspondientes a necrosis de venas que
asociaron a la presencia de GRSPaV.

3.1.4. Fleck

Esta enfermedad tiene cuatro virus que actian como agente causal, siendo el principal Grapevine fleck
virus (GFkV), perteneciente a la familia Tymoviridae, género Maculavirus (Cuadro 2.1). Las otras tres
especies virales corresponden a Grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV), Grapevine ru-
pestris vein feathering virus (GRVFV) y Grapevine red globe virus (GRGV) (Cuadro 3.1). Esta enfermedad
esta presente en todas las zonas en donde se cultiva la vid, sin embargo, segln evidencia la literatura,
aparentemente no causa pérdidas econdémicas. Al contrario, Mannini et al. (2012) observaron en un
ensayo diferencias estadisticamente significativas en los rendimientos de dos grupos de plantas: el
primero, compuesto por plantas infectadas con GFkV y sanas, obtuvo rendimientos altos, mientras que
el segundo, formado por plantas infectadas con otros virus, presentd rendimientos bajos.

A la fecha no se conoce un vector asociado a su diseminacion, no obstante, la infeccion se transmite fa-
cilmente de una planta a otra a través de injertos o propagacion de estacas procedentes de una planta
enferma. Esta enfermedad es considerada como latente, ya que generalmente no provoca sintomas, salvo
algunas excepciones como en Vitis rupestris St. George donde causa aclaramiento de venas, deformacion
de hojas y reduccion del crecimiento vegetativo (Fajardo et al, 2012; Martelli, 2014). De los cuatro virus
que causan esta enfermedad en Chile s6lo se ha determinado la presencia de GFkV (Fiore et al, 2008).
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3.1.5. Enfermedades emergentes presentes en Chile

Las enfermedades emergentes son aquellas patologias cuyos agentes causales no se conocian con
anterioridad y cuya incidencia ha aumentado en las Gltimas décadas. En el caso de las vides, se pue-
den mencionar muchas especies virales que han surgido en los Gltimos afos, especialmente gracias
a las tecnologias de secuenciamiento de alto rendimiento (HTS). En Chile s6lo se han determinado
dos de ellas: Grapevine pinot gris virus (GPGV) y Grapevine syrah virus-1 (GSyV-1) (Cuadro 3.1). GPGV
es parte de la familia Betaflexiviridae, género Trichovirus (Cuadro 2.1) y se encuentra presente en
varias regiones en donde se cultiva la vid. Este virus es el causante de la enfermedad Moteado y
deformacion de las hojas de la vid, cuya sintomatologia corresponde a distorsion y moteado de la
hoja, brotacion retrasada, entrenudos de brotes cortos, aumento de la acidez de las bayas y bajo
rendimiento, los cuales son mas evidentes en primavera y menos al final de la temporada. Muchas
veces el virus puede estar presente sin que la planta manifieste sintomas. El vector de GPGV es la
aranita Colomerus vitis, pero también puede transmitirse mediante injertos. En Chile, hasta la fecha
solo existe unreporte en donde se determin6 en forma aislada en un clon de Vitis vinifera (Zamorano
et al, 2019).

Por su parte, GSyV-1 pertenece a la familia Tymoviridae, género Marafivirus (Cuadro 2.1). Fue determi-
nado en el afo 2009 en plantas que manifestaban declinamiento de Syrah (Rwahnih et al., 2009), sin
embargo, estudios posteriores han demostrado que no hay una asociacion exacta entre esta enfermedad
y unvirus en particular (Xiao et al,, 2023). La diseminacion del GSyV-1 ocurre mediante saltamontes que
act@an como vectores (Rwahnih et al, 2009). En Chile fue identificado puntualmente en la Region del
Libertador Bernardo O’Higgins (Engel et al, 2010b) y a la fecha no existen nuevos reportes ni estudios
de prevalencia.

3.2. Prevalencia de los principales virus que afectan la vid

Con el objetivo de conocer el porcentaje de infeccion con virus en un grupo de plantas de vid, se re-
copild informacion de analisis virologicos realizados en el Laboratorio de Virologia de INIA La Platina,
entre los anos 2015 a 2024, utilizando la técnica molecular Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, del inglés polymerase chain reaction).

En total se analizaron 1.021 muestras colectadas entre las regiones de Coquimbo y del Libertador
Bernardo O "Higgins, para determinar la presencia de los virus GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GVA, GVB, GRSPaV, GFkV y ArMV, que son los de mayor interés para productores de uva de mesa y
vinifera. Cada muestra considero material vegetal de s6lo una planta. Para la extraccion de los acidos
nucleicos totales (TNAs) de cada una de las muestras, se siguio la metodologia descrita por Foissac et
al. (2001). Esta extraccion se realizd desde tejido floematico, el cual se obtuvo mediante un raspado
de los sarmientos verdes. Para los analisis de PCR, que incluyen una transcripcion reversa (RT) debido
a que el material genético del virus es ARN, se utilizaron los partidores descritos en el Cuadro 3.4.
La metodologia de RT y PCR se detalla en el Capitulo 4 de este libro.

Los resultados evidenciaron que el 74,1 % de las muestras presentaban infeccién con uno o mas virus,
siendo el mas prevalente GRSPaV con un 56,4 % del total de las plantas analizadas, seguido de GVA
con un 36,7 % y GFLV con un 33,7 %. Los virus que presentaron la menor prevalencia fueron ArMV,
GFkV 'y GVB con un 0,2 %; 3,8 %;y 4%, respectivamente (Figura 3.16). En las muestras analizadas se
encontraron mayormente infecciones simples, es decir, con un solo virus, sin embargo, también se
presentaron mezclas de infecciones que contemplaron entre dos a siete virus (Figura 3.17).
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Cuadro 3.4. Partidores especificos utilizados para la identificacion de virus.

Virus Nombre Secuencia 5’ -> 3’ Tamaiio Referencia
GFLV FL-Forward ATGCTGGATATCGTGACCCTGT 118 ob Gambino G. and
FL-Reverse GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG P Gribaudo . (2006)
GLRaV-1 LR1-F TCTTTACCAACCCCGAGATGAA 232 ob Gambino G. and
LR1-R GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG P Gribaudo I. (2006)
GLRaV-2 V2dCPf2 ACGGTGTGCTATAGTGCGTG 515 ob Bertazzon, N., and
V2CPrl GCAGCTAAGTACGAATCTTC P Angelini, E. (2004)
GLRaV-3 LR3-F TACGTTAAGGACGGGACACAGG 336 ob Gambino G, and
LR3-R TGCGGCATTAATCTTCATTG P Gribaudo . (2006)
GVA GVA6591F GAGGTAGATATAGTAGGACCTA 272 ob Goszczynski, D., and
GVA6862R TCGAACATAACCTGTGGCTC P Jooste, A. (2003)
GVB GVB-H6980 GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC 460 bb Stewart S. and
GVB-C7439 ATCAGCAAACACGCTTGAACCG P Nassuth A. (2001)
GRSPaV Rup-F GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA 155 ob Gambino G., and
a Rup-R GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT P Gribaudo I. (2006)
GFkV Fleck-F TGACCAGCCTGCTGTCTCTA 179 ob Gambino G., and
Fleck-R TGGACAGGGAGGTGTAGGAG P Gribaudo I. (2006)
ArMV-F ATGCTGATGTTGGAGTTGCTCT .
ArMV ArMV-R AGTGGCACTAAACCACAAAGC 416pb  Gambino G.(2015)
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Capitulo 4

Diagnostico de virus en vides

Isabel Ramirez A.
Ingeniera en Biotecnologia Molecular

En las Gltimas décadas, el diagnodstico de virus en los cultivos ha experimentado una transformacion
notable gracias a la disponibilidad de diversas técnicas de laboratorio. Esta evolucion ha permitido a
los productores acceder a herramientas mas precisas y eficientes para la deteccion de patégenos, lo
que impacta positivamente en la calidad y productividad de sus cosechas. La disponibilidad de diversas
técnicas de laboratorio para el diagnostico de virus en vides ofrece una serie de beneficios para los
productores, como mayor precision y sensibilidad en la deteccion de patogenos, analisis mas rapidos y
eficientes, posibilidad de realizar analisis en diferentes etapas del ciclo productivo y toma de decisiones
mas precisas para el manejo de las enfermedades virales. La identificacion temprana de virus en los
cultivos es fundamental para implementar a tiempo medidas de control efectivas, evitar la propagacion
del virus a otras plantas y minimizar las pérdidas econémicas.

La seleccion de la técnica adecuada y la deteccidon temprana de patégenos son claves para asegurar la
calidad y productividad de la produccion agricola. Esta seleccion depende de diversos factores, como
el tipo de patdgeno a evaluar, el presupuesto disponible y la infraestructura y el personal capacitado
del laboratorio. Una de las primeras metodologias utilizadas para el diagnostico de virus ha sido la
indexacion bioldgica, que ha sido empleada durante décadas para el diagndstico de enfermedades
virales en vides. Otras metodologias son del tipo serologico y durante los dltimos afios han mostrado
mayor protagonismo los métodos moleculares.

4.1. Indexacion biologica

La indexacion biologica es una técnica de diagnostico fitopatoldgico que aprovecha la sensibilidad de
ciertas plantas, conocidas como indicadoras, para detectar la presencia de patdogenos, especialmente
virus. Al inocular un patdogeno sospechoso en una planta indicadora susceptible, se induce la expresion
de sintomas caracteristicos, tales como mosaicos, enanismo, deformaciones foliares o necrosis, que
son especificos para cada patdgeno. Estos sintomas evidencian la infeccion y permiten la identificacion
del agente causal.

Para identificar los virus que afectan el cultivo de la vid, existen dos enfoques principales en el indexado:
utilizando plantas herbaceas o utilizando plantas lefiosas como indicadores.

4.1.1. Indexado con plantas herbaceas

En el caso del indexado con plantas herbaceas, se puede detectar virus que puedan ser transmitidos
mecanicamente a través de la savia. Los principales virus que pueden ser evaluados mediante esta
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técnica son nepovirus, tales como: Nepovirus arabis (Arabis mosaic virus, ArMV), Nepovirus foliumfla-
belli(Grape fanleaf virus, GFLV), Nepovirus rubi (Raspberry ringspot virus, RpRSV), Nepovirus nicotianae
(Tobacco ringspot virus, TRSV), Nepovirus lycopersici (Tomato ringspot virus, ToRSV) y otros virus como
Stralarivirus fragariae (Strawberry latent ringspot virus, SLRV) (Rowhani et al.,, 2017). Para estos ensayos
se utilizan plantas herbaceas indicadoras como Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor,
Nicotiana clevelandiiy Cucumis sativus (Roy y Fuchs, 2022).

Para el procedimiento de transmision de virus con savia, se utilizan brotes u hojas jovenes de las vides
a analizar y son homogeneizados en un tampon fosfato que contiene nicotina o polivinilpirrolidona.
Estas sustancias neutralizan los efectos inhibitorios de los compuestos fendlicos u otros presentes
en la vid, facilitando de este modo la transmision del virus. Antes de colocar el homogeneizado en
las plantas indicadoras, se espolvorea un abrasivo como el carburo de silicio en sus hojas y cotiledon.
Luego se aplica suavemente el homogeneizado, el cual se debe enjuagar al finalizar el procedimiento
para prevenir posibles danos causados por la sobreexposicion a los compuestos quimicos. Las plantas
indicadoras se deben mantener en invernadero con ambiente controlado y, después de unos dias, si
se ha producido la transmision viral, mostraran los primeros sintomas (Figura 4.1). Posteriormente se
presentan sintomas sistémicos como mosaicos, aclaramiento de venas, deformaciones, necrosis apical,
anillos necroticos u otros, dependiendo de la planta receptoray el virus transmitido, obteniendo estos
resultados en cuestion de semanas (Legrand, 2015).

Figura 4.1. Pasos para realizar indexacion bioldgica en plantas herbaceas para diagnéstico de virus. A: Homogeni-
zacion de hojas a analizar en tampon fosfato. B: Aplicacion de carburo de silicio. C: Aplicacion de homogenizado.
D: Enjuague.

4.1.2. Indexado con plantas lenosas
No todos los virus son transmisibles a través de la savia, sino que existen algunos virus que afectan a las

vides que se encuentran restringidos al floema (Bendix y Lewis, 2017). En estos casos se puede utilizar otra
aproximacion mediante el uso de injerto de astilla en indicadores lefiosos, como Vitis rupestris St. George,
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LN33 (1613 Couderc x V. vinifera cv. Thompson seedless), Kober 5BB (V. berlandierix V. riparia) y Cabernet
Franc. En el Cuadro 4.1 se resumen los indicadores recomendados y los sintomas asociados a cada virus
(Rowhani et al,, 2017).

Cuadro 4.1. Indicadores lefiosos recomendados y sintomas asociados a cada virus de vides. Con “X” se sefiala indica-
dores que NO deben ser utilizados para el analisis del virus correspondiente y en blanco se muestran los indicadores
no descritos para el virus.

Indicador
Nombre Vitis rupestris V. vinifera cv.
del virus St. George LN33 Kober 5BB Cabernet Franc
Grape fanleaf Aclaramiento de venas,
virus (GFLV) anillos cloréticos,
entrenudos cortos,

entre otros
Grapevine fleck Aclaramiento de venas
virus (GFkV) y puntos localizados

traslacidos
Grapevine rupestris Marcas en el tallo que
stem pitting- se extienden hacia X X
associated virus abajo del sitio del injerto
(GRSPaV)
Grapevine Surcos y hendiduras

virus B (GVB)

en el cilindro lefoso,

X fisuras en la corteza X
del tronco, hojas rojas
y formacion de
callos esponjosos

Grapevine Necrosis de
virus A (GVA) X X la madera,
hendiduras

y surcos

Enrojecimiento de las
hojas con venacion verde
(excepto en GLRaV-2
strain Redglobe y GLRaV-7
los cuales son asintomaticos
en este indicador)

Grapevine leaf
roll associated
virus 1,2,3,4
(GRRaV-1,2,3,4)

Pararealizar estos injertos, las plantas indicadoras se hacen crecer en invernadero hasta alcanzar una altura
suficiente para ser injertadas (generalmente 25-30 cm y un diametro de 3-4 mm). Se suelen injertar 2-3
fragmentos del mismo indculo por planta indicadora.

Las plantas se podan ligeramente por encima del injerto superior unas semanas después de la operacion
con el fin de promover el desarrollo de nuevos brotes, ya que estos son mas susceptibles a mostrar sin-
tomas. La supervivencia del tejido injertado indica el éxito del procedimiento (Legrand, 2015). El método
mediante indicadores lefiosos es un proceso lento, pues a diferencia del indexado de plantas herbaceas
que lleva de tres a cuatro semanas, éste puede requerir hasta tres anos para completarse. La injertacion
se debe realizar a fines del invierno e inicios de primavera y se deben mantener en invernadero, para sélo
ser traspasadas a condiciones ambientales cuando se confirma la correcta union del injerto. La evaluacion
de los sintomas se realiza en primavera y otofio durante dos a tres temporadas.
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Una variante para disminuir los tiempos de espera del método convencional es la indexacion in vitro
por microinjerto. A diferencia del método tradicional, el microinjerto in vitro se realiza en condiciones
asépticas, utilizando injertos y plantas indicadoras de tamafo reducido obtenidos mediante cultivo de
tejidos. Ademas, no es necesario un sistema radicular bien establecido para realizar el microinjerto. Por
otra parte, el cultivo in vitro puede evitar la interferencia de factores ambientales, como la temperatura,
la luz, la nutricidn y la presencia de otros patogenos, lo que garantiza la fiabilidad de los resultados,
ademas de su eficiencia en términos de tiempo (Hao et al,, 2017).

En 1993, Tanne y cols., realizaron el indexaje in vitro para la deteccion de corky bark, desarrollando los
sintomas en la planta indicadora entre 8-12 semanas. Este método también fue utilizado por Pathirana
y McKenzie (2005) para la determinacion de Ampelovirus trivitis (Grapevine leafroll-associated virus-3,
GLRaV-3). Dado que los sintomas asociados a los virus del enrollamiento de la vid se adelantan e in-
tensifican en plantas sometidas a estrés hidrico, en los medios de cultivo se pueden agregar aditivos
que simulen este estrés, lograndose observar sintomas hasta cuatro semanas después de iniciado éste
(Hao et al,, 2021).

Actualmente, la indexacion biologica ya no es muy utilizada, pues ha sido reemplazada por otras téc-
nicas mas rapidas, sensibles y econdmicas; sin embargo, aln resulta una técnica muy dtil en casos de
nuevos virus sin caracterizar.

4.2. Meéetodos serologicos

Esta metodologia esta basada en el reconocimiento de antigenos virales utilizando anticuerpos es-
pecificos. Existen variados métodos en que se pueden ocupar antigenos, siendo el mas reconocido la
prueba ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) que, en el caso de los virus de plantas, ocupa an-
ticuerpos especificos para proteinas de la capside viral. Los anticuerpos mas comdnmente usados son
del tipo policlonal. Para su produccion se utilizan animales como conejos, ovejas y cabras, los que son
inyectados con un virus parcial o totalmente purificado (antigeno), que es reconocido por diferentes
linfocitos B. De este modo se producen diversos anticuerpos que son capaces de identificar maltiples
epitopos del mismo antigeno, otorgando asi mayor sensibilidad a cambio de una menor especificidad.
En cambio, para la produccion de anticuerpos monoclonales se utilizan generalmente roedores, siendo
estos anticuerpos producidos por un solo clon de linfocitos B, reconociendo asi un solo epitopo de un
antigeno, lo cual le otorga una alta especificidad; no obstante, este tipo de anticuerpos son mas lentos
y caros de elaborar.

4.2.1. DAS-ELISA

Existen diversos formatos del test ELISA, siendo el mas comdn el de tipo DAS (Double Antibody Sand-
wich), cuyo primer paso consta del recubrimiento de la placa ELISA, que cominmente es de poliestireno,
con un primer anticuerpo especifico para el virus a diagnosticar. En esta etapa habitualmente se utiliza
un tampodn carbonato pH 9,6 y requiere que el anticuerpo sea incubado a una temperatura controlada
de 37 °C o durante toda la noche a 4 °C, teniendo siempre la precaucion de sellar la placa durante la
incubacion para prevenir la evaporacion de las soluciones.

Como segundo paso, se elimina el exceso de anticuerpo mediante un lavado de la placa, que se realiza
con un tampodn fosfato que contenga un dispersante como Tween-20. Posteriormente se coloca el an-
tigeno (extracto de la planta de vid a analizar macerada con tampon fosfato), permitiendo su union al
anticuerpo adherido a la placa mediante una nueva incubacion a 4 °C durante toda la noche. La placa es
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lavada nuevamente, para luego colocar un segundo anticuerpo especifico que se encuentra conjugado
a una proteina, habitualmente fosfatasa alcalina, y a través de una incubacion a 37 °C se permite su
union al antigeno.

Finalmente, tras un nuevo ciclo de lavado de la placa, se agrega el sustrato que generara la coloracion
para la deteccion del virus. Generalmente, el sustrato utilizado es p-nitrofenilfosfato, el cual en presencia
de la enzima fosfatasa alcalina (conjugada al segundo anticuerpo) es desfosforilado a un compuesto
de color amarillo llamado p-nitrofenol, coloracion que puede ser medida utilizando un espectrofoto-
metro a una longitud de onda de 405 nm. Si los extractos de las plantas no se encuentran infectados
con el virus analizado, no ocurre la union del segundo anticuerpo y sera lavado fuera de la placa, por
ende, tampoco se encontrara la enzima fosfatasa alcalina y, al agregar el sustrato, no se producira la
coloracion amarilla. Por el contrario, si la muestra estaba infectada, se producira la union del segundo
anticuerpo al antigeno (unién que permanecera pese a los lavados) y al colocar el sustrato se producira
la coloracion amarilla, mostrando de este modo la presencia de infeccion (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Esquema de las etapas de DAS-ELISA. En rojo anticuerpo primario, esfera azul
simboliza el antigeno, en verde anticuerpo secundario conjugado, esfera roja simboliza la
enzima fosfatasa alcalina.

4.2.2. TAS-ELISA

Existen otras variantes de la prueba ELISA, como el TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich) en el cual el
segundo anticuerpo (especifico para el antigeno) no esta conjugado a una proteina, sino que existe un
tercer anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina, el que no es especifico para el virus, sino que reconoce
y se une al segundo anticuerpo. El tipo de tercer anticuerpo a utilizar dependera de la especie huésped
del anticuerpo secundario que se utilizo, por ejemplo, si el anticuerpo secundario policlonal se produjo
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en cabra, necesitara un anticuerpo terciario anti-1gG de cabra creado en una especie diferente. Al igual
que el test ELISA anterior, la presencia de antigeno viral en la muestra se indicara por la formacion de
una coloracion amarilla al colocar el sustrato (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Esquema de las etapas de TAS-ELISA. En rojo anticuerpo primario; circulo azul simboliza el antigeno; en
azul, anticuerpo secundario; y en verde, anticuerpo terciario conjugado; circulo rojo simboliza la enzima fosfatasa
alcalina.

4.2.3. ELISA indirecto

Otra variante, menos utilizada en el caso de las vides, es el ELISA indirecto. En este, se comienza recu-
briendo la placa con el antigeno (extracto de vid), para posteriormente colocar el anticuerpo especifico
y finalmente colocar un segundo anticuerpo anti-especie conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, que
reconocera el primer anticuerpo (Figura 4.4). Asi, en este tipo de test, solo un anticuerpo es especifico
para el virus. Aunque el ELISA indirecto es mas sencillo tiene como principal desventaja la reactividad
cruzada, aumentando las posibilidades de sefales no especificas. En cambio, los ELISA tipo Sandwich
(DAS y TAS) son altamente especificos y sensibles, debido a que son dos anticuerpos los que capturan
y se unen al antigeno.

En Chile, en la actualidad, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) tiene un instructivo técnico para la
certificacion de plantas frutales y certificacion fitosanitaria de exportacion y diagnostico de plagas no
cuarentenarias reglamentadas (PNCR), que indica cuales son los proveedores de anticuerpos aceptados
para los analisis ELISA, admitiéndose para los virus GLRaV-1, 2 y 3, GFLV, GVA, TRSV, ArMV, y SLRSV los
anticuerpos de marca Bioreba. Para el caso del virus ToRSV se pueden utilizar anticuerpos marca Bioreba
0 Agdia y para el virus GVB de la marca Agritest (ELISA indirecto) (SAG, 2023).

Entre las ventajas de la prueba ELISA versus los métodos moleculares es que es menos probable que

ocurra una contaminacion, su realizacion es sencilla, no necesita un procesamiento complejo de la
muestra, ya que no se ve afectado por inhibidores como en el caso de la PCR y el equipamiento necesario
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no es de alto costo, por lo que resulta muy Gtil para analizar grandes cantidades de muestras. Por otro
lado, entre las desventajas de las pruebas serologicas se debe considerar que la deteccion de los virus
esta limitada a la disponibilidad de anticuerpos comerciales. Ademas, tiene una menor sensibilidad
en comparacion con métodos moleculares, por lo que pueden ocurrir falsos negativos en mayor grado,
por este motivo, se recomienda utilizarlas en épocas del afio en que se encuentra mayor titulo viral.
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Figura 4.4. Esquema de las etapas del ELISA indirecto. Esfera azul simboliza el antigeno, en
rojo anticuerpo primario, en verde anticuerpo secundario conjugado, esfera roja simboliza la
enzima fosfatasa alcalina.

4.3. Métodos moleculares

4.3.1. PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction o Reaccion en Cadena de la Polimerasa) es una técnica de laboratorio
que permite amplificar de forma exponencial una secuencia especifica del material genético viral para
su deteccion. Esto significa que, a partir de una pequefa cantidad de material genético viral presente
en una muestra, se pueden generar millones de copias, lo que facilita su deteccion. En el caso de los
virus que afectan a la vid, este material genético puede consistir en ADN (acido desoxirribonucleico),
como ocurre en el caso de Grablovirus vitis (Grapevine red blotch virus, GRBaV), o bien, como en la mayor
parte de los virus que afectan a la vid, en ARN (acido ribonucleico). Para este Gltimo tipo de virus, se
debe realizar un paso previo al PCR, denominado transcripcidn reversa (RT) mediante la cual se sintetiza
una hebra complementaria al ARN, formando de este modo ADN complementario (ADNc), y este ADNc
es utilizado de molde para continuar con la amplificacion.
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Para la deteccion confiable de los virus, un primer paso esencial es la preparacion de las muestras
vegetales a analizar, desde su homogeneizacion completa, hasta la extraccion eficiente de los acidos
nucleicos desde ella. Existen diferentes metodologias para la disrupcion mecanica y homogeneizacion
del tejido vegetal, que van desde macerar muestras individuales colocadas en una bolsa de plastico en
presencia de tampdn de lisis, hasta instrumentos automatizados de alto rendimiento para la disrupcion
de maltiples muestras mediante agitacion a alta velocidad en tubos de plastico o de acero inoxidable,
usando perlas de acero inoxidable, de circonio o de vidrio. Luego de la homogeneizacion, diversos métodos
pueden seguirse para la extraccion de acidos nucleicos; este paso es crucial para un buen analisis, pues
los tejidos de las vides (asi como las plantas lefiosas en general) tienen altos niveles de polisacaridos
y compuestos fendlicos que interfieren con el funcionamiento de las enzimas utilizadas en el proceso
de RT-PCR (Gambino et al,, 2008), por lo tanto, la utilizacion de una metodologia que elimine la mayor
parte de los inhibidores es crucial para evitar falsos negativos.

La eleccion de un método de extraccion de acidos nucleicos depende del patdogeno a analizar, la na-
turaleza de la muestra, el nimero de muestras analizadas por dia y la facilidad de la técnica utilizada
(Osman et al. 2012). Existen métodos de extraccion de ARN basados en la utilizacion de fenol-cloro-
formo, utilizando la solubilidad de los acidos nucleicos la fase acuosa, mientras que las proteinas y los
lipidos son solubles en la fase organica (fenol-cloroformo); otras se basan en la extraccidon con sales
caotropicas (como el tiocianato de guanidinio) que desnaturalizan las proteinas, liberan los acidos
nucleicos y ademas tienen la capacidad de inhibir ARNasas (MacKenzie et al,, 1997), combinados con
la utilizacion de particulas de silica a cuya superficie se unen los acidos nucleicos de forma reversible,
posteriormente se pueden hacer lavados a la superficie de silica para la eliminacion de desechos celu-
lares y de los tampones de extraccion (Foissac et al., 2001). Ademas, existe la alternativa de recurrir a
kits comerciales optimizados para la extraccion de ARN de plantas. En el paso final de los métodos de
extraccion utilizados se obtiene el acido nucleico concentrado listo para continuar con la reaccion de PCR.
Existen distintos tipos de PCR que son utilizados para la deteccidon de agentes infecciosos, los cuales
son descritos a continuacion:

a. RT-PCR: después de la extraccion de los acidos nucleicos se procede con la transcripcion reversa
(RT). En este paso se utiliza la enzima transcriptasa reversa (disponible comercialmente) para la sintesis
de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN presente en la muestra, respetando el principio de
complementariedad de bases nitrogenadas. Para iniciar este proceso, se requiere un partidor (o primer)
que hibrida al ARN molde, sirviendo de punto de partida para la sintesis de una nueva cadena de ADN.
Existen tres tipos principales de partidores: oligo(dT), aleatorios y especificos. Cada uno se une a una
secuencia particular de ARN:

e Partidores oligo(dT): se unen a los ARN que contienen una cola de poli(A), por lo que sirven para la
amplificacion de virus que tienen una cola de poli(A) en el extremo 3’, como es el caso de algunos
virus como, por ejemplo GVA, GVB y GRSPaV (Zhang et al., 1998).

* Partidores aleatorios (Random primers): son oligonucledtidos de secuencia aleatoria que pueden
unirse a maltiples regiones del ARN. Esto los hace versatiles y permiten amplificar una amplia va-
riedad de secuencias, incluyendo aquellas de virus como GLRaV-1y GLRaV-3, que carecen de cola
de poli(A) (Fazeli y Rezaian, 2000).

* Partidores especificos: se disefian para unirse a secuencias Unicas contenidas dentro del ARN de
interés. Su uso entrega alta especificidad, pero limita la amplificacion a esa region en particular,
quitando versatilidad para reacciones de PCR subsecuentes. Son cominmente empleados en reac-
ciones de RT-PCR de un solo paso, donde se busca detectar una secuencia especifica de manera muy
precisa.
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ELADNc obtenido a partir de la transcripcion reversa servira como molde para las siguientes reacciones
de PCR (Figura 4.5).

rr Transcri rr DNA
|ﬂ‘ dNTPs WV o plase ‘ o ONTPs G OO e
i

<& Random primers <& Partidores especificos

Figura 4.5. Esquema de RT-PCR. A. Transcripcion reversa y sus principales reactivos. B. PCR y sus principales reac-
tivos. C. Etapas de la PCR: 1: Denaturacion, 2: Alineamiento, 3: Elongacion.

La reaccion de PCR utiliza varios reactivos:

e La enzima ADN polimerasa termoestable (disponible comercialmente) que es idonea para esta re-
accion debido a su resistencia a las altas temperaturas, las cuales son utilizadas durante el proceso.

* |ones de carga positiva, indispensables para el correcto funcionamiento de la enzima ADN polimerasa
(normalmente corresponde a cloruro de magnesio) y cuya concentracion debe ser optimizada para
cada especifico juego de partidores a utilizar.

e dNTPs (desoxirribonucledtidos-trifosfato) que son los monémeros que forman la hebra de ADN.

* Solucion tampon que mantiene el pH de la reaccion estable.

* Los partidores consisten en una secuencia, habitualmente de 18 a 24 nucledtidos, y que entrega la
especificidad a la reaccion. El partidor sentido corresponde a un fragmento de secuencia del ARN
viral a detectar, mientras que el partidor antisentido corresponde a una secuencia complementaria

de dicho ARN y se ubicara hacia el extremo 3’ del amplicon. El buen disefo de los partidores deter-
mina la especificidad, sensibilidad y calidad de la deteccion viral (Arous et al., 2018).
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La amplificacion del ADNc comienza con una denaturacion, en donde todos los componentes de la
reaccion son calentados a 94 °- 95 °C, provocando que la doble hebra de ADN se separe en dos hebras
simples que actuaran como molde para la produccion de nuevas hebras de ADN. El siguiente paso es
el alineamiento, donde los partidores se unen a una region especifica de las hebras simples de ADN
complementaria a su secuencia, evento que ocurre a una temperatura determinada por la composicion
nucleotidica de los partidores, y optimizada previamente. Es asi que los partidores disenados espe-
cificamente para unirse a un fragmento de genoma viral se alinearan a la secuencia s6lo si existian
particulas virales presentes en la extraccion de la planta a analizar. Finalmente ocurre una etapa de
extension (generalmente a 72 °C) en que la ADN polimerasa agrega dNTPs desde la union del partidor
en direccion 5’-3' resultando en la formacion de una doble hebra de ADN (Figura 4.5). Estas tres etapas
se pueden repetir de 20 a 40 veces para producir millones de copias del fragmento de ADN de interés
(Henson y French, 1993).

El PCR es una técnica muy versatil, por lo tanto, se pueden introducir modificaciones para realizar
detecciones mas especificas como identificar incluso cepas de un virus. También se pueden disefar
partidores para detectar ampliamente una infeccion viral a nivel de género (Digiaro et al,, 2007).

En un PCR convencional el resultado se observa mediante la electroforesis, habitualmente en geles
de agarosa, lo cual permite la visualizacion del producto de PCR en forma de una banda cuyo tamano
debe coincidir con el tamafo predicho en el disefio de los partidores. La electroforesis en geles de
agarosa permite separar las moléculas de ADN de acuerdo a su tamano y pueden ser visualizadas
utilizando como tincion moléculas que se intercalan en el ADN y que emiten fluorescencia al expo-
nerlas a luz UV.

Como se menciond anteriormente, en Chile el SAG tiene una normativa para la certificacion fitosani-
taria de material de propagacion de exportacion, y certificacion de semillas, en la cual se especifica
la técnica a utilizar para la deteccion de los virus solicitados, ya sea ELISA como RT-PCR. En el Cuadro
4.2 se detallan algunos partidores especificos para al analisis de virus que afectan a la vid mediante
distintos tipos de PCR.

b. PCR maltiple: en esta técnica se pueden utilizar mas de un par de partidores especificos para dife-
rentes virus en una sola mezcla de reaccion, donde cada amplicon se puede distinguir por su tamano
enun gel de agarosa (Gambino y Gribaudo, 2006). Esto tiene la ventaja de que permite la identificacion
simultanea de infecciones mixtas de una muestra en un solo PCR.

c. qPCR (quantitative real-time PCR): esta variante de PCR permite la cuantificacion del fragmento
viral presente en la muestra mediante el monitoreo en tiempo real de la produccion de ADN du-
rante la PCR utilizando fluorescencia. En general, dos metodologias pueden realizarse en un qPCR,
una es utilizando sondas TagMan, la cual consiste en un oligonucleotido de pequefio tamafo con
una secuencia complementaria a la de interés viral. Esta sonda se encuentra unida en su extremo
5" a un fluorocromo, utilizado como reportero y en su extremo 3’ a un apantallador que inhibe la
fluorescencia del reportero (Figura 4.6). Durante la reaccion de extension, si la sonda se encuentra
unida a la secuencia complementaria, se produce el corte de la sonda por parte de la Tag polime-
rasa, separando el reportero del apantallador lo que resulta en un aumento de la fluorescencia del
reportero (Figura 4.6), asila acumulacion del producto de PCR es detectada monitoreando el aumento
en la fluorescencia del reportero (Osman et al,, 2007). La segunda metodologia para realizar gPCR
es utilizando moléculas fluorescentes que se intercalan en el ADN doble hebra independiente de la
secuencia, asi al aumentar la produccion de amplicones (doble hebra) la fluorescencia aumenta, lo
que puede ser monitoreado en tiempo real (Poojari et al., 2016).
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En el gPCR se obtiene un dato importante denominado umbral del ciclo (cycle threshold, CT), que
corresponde al nimero de ciclos en que es posible detectar el ARN viral en una muestra, el cual varia
dependiendo de la carga viral de cada muestra. Si este valor se compara con una curva estandar con
concentraciones conocidas de ARN viral, es posible determinar la concentracion relativa del virus en

la muestra analizada.

Cuadro 4.2. Partidores especificos para distintos virus y técnicas.

Virus Nombre Secuencia 5’ -> 3’ Tamaiio Referencia
RT-PCR:

e Im SSSGCSCMOIN e o
WY RGN i s
R ———
ToRSV gi ?ggg&ﬁ;ﬂ:@é\gigﬁfc 449pb  Griesbach, (1995)

PORFIR CCTCTAGACACCAAATTGCTAGCGA 633pb  Little y Rezaian, (2006)
GLRaV-2 x;gg:’f éEGAgTCGTI\%TTﬁ\TCAGG/IETCCGTTT% 515pb  Bertazzon y Angelini, (2004)
GLRaV-3 Egg g?ggﬁ;gi;iﬁiﬁ;%%i“éciG 653pb  Turturo et al, (2005)
s [T MOCETGIT  a omma cior
L -
GVA E'gg; iﬁ‘\‘gééﬁg\ggﬁfg\gg‘%ﬁmG 430pb  Minafra y Hadidi, (1994)

GVB-R GTAGCCCTTCGTTTAGCCGCACT 722pb - Huetal, (2014
GRSPaV jg\C’ ég;é%ggﬂg‘c‘%ciiﬁﬁgf 331pb  Lima et al, (2006)
R e ——
R ———
cw TRE WSSOI i e
my WERT GOSN e o
e ———
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Continuacion Cuadro 4.2.

Virus Nombre Secuencia 5’ -> 3’ Tamaiio Referencia

PCR Maltiple:
FL-F ATGCTGGATATCGTGACCCTGT . .

GFLV
FL-R GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG 118pb  Gambinoyy Gribaudo, (2006)
LR1-F TCTTTACCAACCCCGAGATGAA . .

GLRaV-1 LR1-R GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG 232 pb Gambino y Gribaudo, (2006)
LR2-F GGTGATAACCGACGCCTCTA . .

GLRaV-2 LR2-R CCTAGCTGACGCAGATTGCT 543 pb Gambino y Gribaudo, (2006)
ArMV-F ATGCTGATGTTGGAGTTGCTCT .

AV ArMV-R AGTGGCACTAAACCACAAAGC 416pb Gambino, (2015)
LR3-F TACGTTAAGGACGGGACACAGG . .

GLRaV-3 LR3-R TGCGGCATTAATCTTCATTG 336 pb Gambino y Gribaudo, (2006)
GVA6591F GAGGTAGATATAGTAGGACCTA )

GVA GUAGSE2R TCGAACATAACCTGTGGCTC 272 pb Goszczynski y Jooste, (2003),
GFkV-F TGACCAGCCTGCTGTCTCTA . .

GFkV GEKV-R TGGACAGGGAGGTGTAGGAG 179 pb Gambino y Gribaudo, (2006)
GRSPaV-F GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA . .

GRSPaV GRSPaV-R GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT 155 pb Gambino y Gribaudo, (2006)

qPCR:
HSP-85 F ATATACATACCAACCGTTGTGGGTATAA

GLRaVv-4 HSP-178 R CCCTATAAACTAGCACATCCTTCTCTAGT 93 pb Osman et al., (2007)
HSP-120 P TGGAACATATACCATTGGGCTTGGTGCT
HSP70-149F  ACCTGGTTGAACGAGATCGCTT

GLRaVv-1 HSP70-293 R GTAAACGGGTGTTCTTCAATTCTCT 168 pb Osman et al., (2007)
HSP70-225P  ACGAGATATCTGTGGACGGA
198 F CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT

GLRaV-2 290R GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC 116 pb Osman et al., (2007)
233P TTGCTACTGATCGACTGTGCAGCTCACA
56 F AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA

GLRaVv-3 285R GTATTGGACTACCTTTCGGGAAAAT 254 pb Osman y Rowhani, (2006)
181 P CAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGGACA
GFLV-769f GGGACCACTATGGATGGAATGA

GFLV GFLV-868r TTCGGTGATATGGAGAGCGAAT 99 pb Osman y Rowhani, (2006)

GFLV-799p AAGTATCCCGGGGTGTATGTGGAAGAGGA

ToRSV-1590 f  GCCACCCGAGAACGTTAGC
ToRSV ToRSV-1661r  GCCTGCTGAGTCTGCTGTAGAG 71 pb Osman et al., (2008)
ToRSV-1610p CCACGGGCCCCGGTAGTCAATATG

d. PCR anidado o nested-PCR: consiste en dos reacciones de PCR consecutivas, siendo ocupado
el producto de la primera ronda de reaccion de PCR como templado para una segunda reaccion de
PCR, de este modo se aumenta la sensibilidad; esto dado porque la segunda ronda de PCR parte de
una cantidad mayor de ADN molde (producto de la primera ronda), lo que aumenta la probabilidad
de amplificar incluso cantidades muy pequefias de la secuencia objetivo, siendo particularmente
atil para analizar muestras con baja carga viral. Como desventaja, la PCR anidada tiene un mayor
riesgo de contaminacion, ademas de un aumento en el costo y tiempo de analisis.
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Figura 4.6. Esquema de gPCR con sonda. A. Amplificacién. La sonda se encuentra unida al templado.
B. Hidrolizacion de la region reportera por accion de la ADN polimerasa. En celeste: ADN polimerasa.
Rosado: unién del partidor. Circulo rojo: Apantallador de la sonda. Circulo verde: fluorocromo de la sonda.

En el caso devides, esta metodologia es ocupada principalmente para la determinacion de ciertos orga-
nismos no virales, como fitoplasmas. Para la deteccion de estos organismos los partidores recomendados
son P1/P7 (Deng y Hiruki, 1991; Schneider et al,, 1995) y R16F2n/R16R2 (Gundersen y Lee, 1996; Lee et
al, 1993). Sin embargo, se puede encontrar falsos positivos con bacterias emparentadas estrechamente
(Franova, 2011), asi que si el resultado es positivo se deberia secuenciar el producto de la PCR.

En todos los tipos de PCR que se realizan, ya sea convencional, anidado o qPCR, es importante utilizar
un control interno de la extraccion, ya que las muestras podrian contener compuestos inhibidores de la
PCR o la extraccion de acidos nucleicos podria haber sido deficiente. Para comprobar la integridad de
los extractos de ADN o ARN, se realiza un PCR utilizando partidores de control interno que amplifican
un gen o transcrito, seglin sea el caso, de la planta hospedante.

4.3.2. LAMP

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) es una técnica relativamente nueva que también se
basa en la amplificacion de acidos nucleicos. A diferencia de la PCR, que requiere maltiples ciclos de
calentamiento y enfriamiento, la LAMP se lleva a cabo a una temperatura constante fija entre 60-65 °C
lo que simplifica significativamente el proceso, ademas de tener una alta especificidad, es rapiday mas
resistente a los inhibidores que se encuentren en la muestra (Almasi, 2015; Walsh y Pietersen, 2013).

En esta técnica se utiliza una polimerasa de ADN que también posee la capacidad de desplazar las ca-
denas de ADN. Ademas, se utilizan al menos cuatro partidores: dos internos en que cada uno contiene
dos secuencias distintas que corresponden a las secuencias sentido y antisentido del ADN de interés;
y dos partidores externos que se unen a regiones especificas de la secuencia molde, pero en los ex-
tremos de la region a amplificar (Figura 4.7); alternativamente se pueden agregar dos partidores de
horquilla, que otorgan mayor velocidad a la reaccion (Akhmetzianova et al,, 2024). En LAMP se genera
una reaccion en cadena que produce amplicones en forma de estructuras de horquilla, cuyo resultado
se puede observar por aumento de turbidez o cambios de color.
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Figura 4.7. Esquema la técnica LAMP. En cuadro gris se muestran los partidores. Los segmentos de colores ejem-
plifican segmentos del ADN templado y sus segmentos complementarios (c). Las flechas negras indican el sentido
de la amplificacion. Las flechas celestes indican las sucesivas uniones de partidores y amplificaciones con las

formaciones de los loop.
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Una de las desventajas de esta técnica es que el disefio de partidores especificos y eficientes puede
ser mas complejo que para la PCR y, en algunas ocasiones, se pueden obtener falsos positivos debido
a la formacion de estructuras secundarias en el ADN.

4.3.3. Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

Las técnicas basadas en serologia o en PCR sdlo pueden ser utilizadas si existe informacion genomica
previa del patdgeno o anticuerpos disponibles, por lo que nuevos virus no pueden ser identificados por
estos métodos. Sin embargo, NGS (Next Generation Sequencing) permite secuenciar grandes cantidades
de ADN de una muestra de forma rapida, generando una gran cantidad de datos genomicos disponibles.
De este modo, no solo sirve para identificar un virus presente, sino que todos los virus que puedan estar
presentes en una muestra (viroma), asi como la identificacion de nuevos virus y también para estudiar
la diversidad genética de éstos (Saldarelli et al,, 2015).

Para la deteccion de virus con NGS se han usado diferentes estrategias, como la secuenciacion de ARN
total combinado con metagendmica (Adams et al, 2009); aunque mejores resultados se han encon-
trado utilizando la secuenciacion de pequefios ARNs (Kreuze et al, 2009) que pueden ser producidos
como producto del silenciamiento génico en respuesta a una infeccion viral o como parte del ciclo de
replicacion de un virus. Otra estrategia muy utilizada ha sido secuenciar ARNs de doble hebra (Coetzee
et al, 2010) con la cual se logro identificar el virus Vitivirus phivitis (Grapevine virus F, GVF) (Rwahnih
et al, 2012). El virus Trichovirus pinovitis (Grapevine Pinot gris virus, GPGV) fue descubierto mediante
la secuenciacion de pequefios ARN (Giampetruzzi et al, 2012), al igual que el virus Badnavirus deco-
loratiovitis (Grapevine roditis leaf discoloration-associated virus, GRLDaV) (Maliogka et al., 2015). Por
analisis de secuenciacion de ARN doble hebra combinado con metagenomica fue descubierto el virus
Grapevine red blotch virus (GRBV) (Rwahnih et al,, 2013).

Si bien, NGS es muy Gtil para la identificacion de nuevos virus, estudios de infecciones mixtas y de
diversidad genética, por si solo no entrega informacion de la patogenicidad del virus y, dado que en
general las plantas se encuentran infectadas por mas de un virus, al descubrir un nuevo virus, se deben
realizar mas estudios para asociarlo a sintomas observados, como por ejemplo el indexado biolégico
descrito al inicio. La complejidad y alto costo de NGS no lo hace aconsejable para diagnosticos de ru-
tina, sin embargo, entrega mucha informacion para, por ejemplo, disefiar partidores que sirvan para un
diagnostico rutinario por PCR. Dado que la tecnologia evoluciona rapidamente, es posible que NGS se
transforme en una metodologia mas accesible y rutinaria en el futuro.

4.4. Toma de muestras

Para todos los tipos de analisis de patdogenos, ya sean seroldogicos o moleculares, uno de los aspectos
mas importantes a considerar al momento de decidir hacer un analisis, es el tejido y la temporada en
que se va a realizar el testeo. Los virus pueden tener un bajo titulo o distribucion desigual dentro de
la planta, por lo cual se recomienda testear en determinadas temporadas del afio y en determinados
tejidos, dependiendo del virus que se desea detectar (Cuadro 4.3) (Blouin et al,, 2017).

Antes de enviar muestras a un laboratorio para su analisis, se debe individualizar e identificar correcta-
mente cada una, ya sean ramillas u hojas. Cada muestra debe ser envuelta en papel himedo, colocada
en una bolsa individual, rotulada y mantenida a una temperatura de alrededor de 4 °C. Para mantener
la temperatura se puede utilizar baterias frias hasta su arribo al laboratorio, lo cual no debiese ocurrir
en mas de 72 horas desde la toma de muestra (Figura 4.8). Una vez en el laboratorio las muestras se
almacenan a 4 °C hasta su procesamiento.
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Cuadro 4.3. Guia para muestreo de vides. Tejidos a utilizar para el analisis de cada virus y la mejor temporada
para su deteccion.

Enfermedad Tejido Temporada
Degeneracion infecciosa Hojas de zona de activo crecimiento Primavera

Floema Otofo-Invierno
Enrrollamiento de la hoja Hojas desde la base hasta la mitad de altura Final verano-otono
de la vid Floema Otofo-Invierno
Fleck Hojas de zona de activo crecimiento Primavera

Floema Otofo-Invierno
Complejo rugoso de la madera Floema Otofo-Invierno
(so6lo vitivirus)

Figura 4.8. Pasos para la preparacion de muestras para analisis en laboratorio. A: Muestreo de hojas de vid. B:
Empaquetado en papel. C: Almacenamiento en bolsa y humedecimiento del papel. D: Identificacion de la muestra.
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Virus transmitidos por coccoideos
(Insecta: Hemiptera)
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Los insectos del orden Hemiptera, especificamente de la superfamilia Coccoidea (cominmente cono-
cidos como chanchitos blancos), comprenden aproximadamente 7.700 especies distribuidas en mas de
1.050 géneros (Gonzalez, 2016). Estas especies fitofagas son relevantes para la agricultura debido a
su capacidad de alimentarse del floema de las plantas mediante estiletes bucales, lo que les permite
extraer savia. Ademas de causar danos directos al debilitar las plantas, algunos chanchitos blancos
actlan como vectores de virus que afectan gravemente la productividad y calidad de cultivos de alto
valor comercial, como las vides, generando pérdidas econémicas significativas.

La superfamilia Coccoidea incluye familias como Diaspididae (escamas), Pseudococcidae (chanchitos
blancos) y Coccidae (conchuelas). Solo estas Gltimas familias son identificadas como insectos vectores
de virus de los géneros Ampelovirus (familia Closteroviridae) y Badnavirus (familia Caulimoviridae) de
manera semipersistente.

Hasta la década de 1980, la diseminacion de los ampelovirus y vitivirus se asociaba a la transmision
por injerto y al movimiento de material de propagacion infectado (Cabaleiro y Segura, 1997; Golino et
al., 2008; Tsai et al,, 2010). No obstante, a partir de 1983 una serie de experimentos demostraron que
la transmision de estos virus esta asociada a representantes de la familia Pseudococcidae y Coccidae
(Cabaleiro y Segura, 1997; Tsai et al,, 2010).

Los coccoideos transmiten virus a través de sus estiletes bucales, perforando tejidos vasculares de las
plantas y permitiendo la propagacion de patogenos. Esto las convierte en un desafio fitosanitario en
cultivos como los vifiedos, donde es crucial su manejo integrado para prevenir enfermedades virales
que comprometen la sanidad y el rendimiento de las plantas. Los virus pueden persistir en el sistema
digestivo de los coccoideos, permitiendo su transmision a nuevas plantas, y en algunos casos, la afi-
nidad de ciertos virus por los tejidos afectados hace que algunas especies de chanchitos blancos sean
vectores especialmente efectivos.

5.1. Coccoideos como vectores y mecanismos de transmision
de virus

Los chanchitos blancos son insectos fitofagos que, ademas de causar dafo directo a las plantas al
alimentarse de su savia, juegan un papel significativo en la transmision de virus que afecta a las

vides. Estas especies se distribuyen en diversas regiones de Chile, donde su presencia puede influir
en la productividad de los cultivos viticolas.
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Los virus se clasifican en funcion del tiempo que el vector permanece virulifero (es decir, capaz de
transmitir la infeccion) y del recorrido del virus dentro del insecto. Asi, segn el tipo de transmision,
los virus pueden ser: persistentes, semipersistentes o no persistentes. Los virus no persistentes tienen
un breve periodo de retencion en el estilete del vector y se transmiten en las primeras picaduras de
prueba que el insecto realiza después de adquirir el virus.

En el caso de los virus semipersistentes, estos se mantienen por mas tiempo en el estilete o en el
intestino anterior del vector, aunque tampoco necesitan una fase de latencia entre su adquisicion y
transmision. Por su parte, los virus persistentes requieren de periodos mas largos de adquisicion y
transmision, los que pueden extenderse por varios dias. En estos casos, existe una fase de latencia
en la que el vector porta el virus, pero ain no tiene la capacidad de transmitirlo.

La transmision de virus por parte de chanchitos blancos y conchuelas blandas es generalmente, si
no siempre, semipersistente (Charles et al.,, 2006).

Respecto a la ruta de transmision dentro del insecto, los virus no circulativos solo requieren adhe-
rirse a las cuticulas del estilete o al intestino anterior para ser transmitidos. En cambio, los virus
circulativos ingresan al sistema circulatorio del vector, acumulandose en las glandulas salivares y
transmitiéndose a las plantas durante la alimentacion del insecto.

Para alimentarse, los coccoideos insertan sus piezas bucales delgadas para succionar y perforar pro-
fundamente en la epidermis del tallo, hojas y fruta de sus huéspedes, inyectando al mismo tiempo
el virus en estos tejidos. El movimiento y alimentacion permiten transmitir el virus entre diferentes
plantas hospedantes (Mathulwe et al,, 2021).

En comparacion con mosquitas blancas y pulgones, tanto chanchitos blancos como conchuelas son
considerados menos eficaces en la transmision de virus de plantas por su naturaleza menos movil.
Ademas, el sexo y la edad de los chanchitos blancos afectan las tasas de transmision, por ejemplo,
hembras adultas jovenes de chanchitos blancos son mas eficientes en la transmision de virus (Ahmed,
et al, 2023; Hommay et al,, 2022). En tanto, la eficiencia de transferencia de GLRaV-3 y GLRaV-5
por Planococcus ficus en sus estados juvenil y adulto fue del 23,3 % para GLRaV-3y del 8,3 % para
GLRaV-5, respectivamente (Mahfoudhi et al,, 2009).

A continuacion, en el Cuadro 5.1, se detallan algunas de las especies de coccoideos presentes en

el pais, junto con su distribucion y los virus que transmiten, lo que destaca la importancia de estos
insectos en la epidemiologia de las enfermedades.

Cuadro 5.1. Especies de coccoideos y virus transmitidos en Vid vinifera.

Virus que  Tipo de

Familia Especie Distribucion transmite  transmision Referencias
Pseudoccidae Pseudococcus Aricay Parinacota  GLRaV-3 Semipersistente Salazar et al, (2010),
viburni hasta el Biobio P Mathulwe et al. (2021)
GLRaV-1, Sandanayaka et al,,
Pseudoccidae Pseudococcus Aricay Parinacota  GLRaV-3, Semipersistente (2010, 2013),
longispinus hasta el Biobio GLRaV-4, Douglas y Kriiger (2008)
GVA

Aricay Parinacota  GLRaV-3,
hasta el Biobio GVB

Cabaleiro y Segura (1997h),
Salazar et al, (2010)

Pseudoccidae Planococcus citri Semipersistente

Pseudococcus Arica y Parinacota
calceolariae hasta La Araucania

Peterseny Charles (1997),
McGreal et al, (2021)

Pseudoccidae GLRaV-3 Semipersistente
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Continuacion del Cuadro 5.1.

Virus que  Tipo de
Familia Especie Distribucion transmite transmision Referencias

. Planococcus Becerra et al., (2006),
Pseudoccidae

ficus Atacama GLRaVs Semipersistente  Gonzalez (2011),
Guario et al, (2014)
Coccidae Partgnolecamum Atac.an?a hasta GLRaV, Semipersistente  Hommay et al,, (2022)
corni el Biobio GVA

5.2. Ciclo biologico de coccoideos, habitos alimenticios y
comportamiento

El ciclo biologico de los coccoideos consta de varias etapas que varian segun la especie, las condiciones
ambientales y los hospedantes. Siguen una metamorfosis gradual que incluye las fases de huevo, ninfa
(con varias etapas de desarrollo denominadas instares) y adulto. Su reproduccion es diversa: muchas
especies se reproducen por partenogénesis, es decir, sin requerir fecundacion masculina, mientras que
otras presentan reproduccion sexual. Esta diversidad reproductiva les confiere una alta capacidad de
adaptacion y expansion en distintos ecosistemas (Gullan & Kosztarab, 1997).

En las especies con reproduccion sexual, se observa un marcado dimorfismo entre hembras y machos,
siendo estos Gltimos alados en su etapa adulta.

En el caso de los Pseudococcidae, las hembras suelen depositar los huevos en masas protegidas por
secreciones cerosas, que también cubren sus cuerpos, proporcionando una capa protectora que les
ayuda a resistir los tratamientos de control. Las ninfas emergen y pasan por tres a cuatro instares
antes de alcanzar la fase adulta, tiempo en el cual se desplazan activamente para buscar sitios de
alimentacion adecuados en las plantas. En los Coccidae, o conchuelas, las hembras producen menos
secreciones cerosas y a menudo son moviles solo en las etapas juveniles; una vez adultas, se fijan en la
planta y desarrollan una capa cerosa que les confiere proteccion adicional. Este ciclo de fijacion limita
el movimiento de los adultos, aunque las ninfas de primeros estadios suelen diseminarse ampliamente
antes de asentarse en sitios de alimentacion (Miller & Davidson, 2005).

La duracion completa del ciclo biologico de los coccoideos depende de las condiciones climaticas y
del tipo de hospedador. En ambientes calidos y protegidos, los ciclos pueden ser mas cortos y permiten
mdaltiples generaciones al afio, mientras que, en climas frios, el ciclo se alarga, reduciendo la cantidad
de generaciones anuales. Esto convierte a los chanchitos blancos en plagas persistentes y dificiles de
manejar en sistemas agricolas, ya que su capacidad de reproduccion rapida y adaptacion a ambientes
controlados les facilita colonizar nuevas areas y aumentar sus poblaciones rapidamente.

Los chanchitos blancos se alimentan del floema de las plantas, utilizando piezas bucales adaptadas
para perforar y succionar los fluidos vasculares desde distintas partes de la vid, incluyendo troncos,
brotes, hojas y bayas. No obstante, el comportamiento de alimentacion de estos insectos varia esta-
cionalmente y difiere entre especies, e incluso dentro de la misma especie, en cuanto a la ubicacion
especifica en la planta (Almeida et al,, 2013). Esta dinamica de alimentacion estacional influye en su
rol como vectores de enfermedades, ya que, al desplazarse entre diversas partes de la vid, incrementan
la probabilidad de dispersion de virus.

Algunas especies de chanchitos blancos, como Pseudococcus calceolariae y Planococcus ficus, tienen
la capacidad de mantener una parte significativa de su poblacion en las raices de la vid. Este compor-
tamiento radicular representa un desafio considerable en la replantacion de vifiedos, ya que incluso
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después de retirar la planta, las raices residuales pueden permanecer viables por afos. Estas raices no solo
sustentan la supervivencia de los chanchitos blancos, sino que también sirven como reservorio de virus
asociados con el complejo de enrollado de la vid (GLRaVs), lo que facilita la conexidn entre un vifiedo previa-
mente infestado y las nuevas plantaciones, aumentando asi el riesgo de reinfeccion (Almeida et al., 2013).

Ademas, la infeccion viral puede alterar ciertas caracteristicas de la planta, como su color y la pro-
duccion de compuestos organicos volatiles (VOC, por sus siglas en inglés). Estos cambios fisiologicos
y quimicos pueden afectar significativamente la atraccion de vectores hacia las plantas infectadas.
La modificacion en la emision de VOC y otros rasgos visuales inducidos por el virus puede influir en el
comportamiento de los chanchitos blancos y otros insectos vectores, incrementando o disminuyendo
su afinidad por determinadas plantas en funcion de su estado de salud (Islam et al., 2020). Este fen6-
meno resalta la complejidad de las interacciones planta-virus-vector y su importancia en el manejo
de enfermedades en cultivos viticolas.

Estos aspectos son criticos para disefiar estrategias de manejo integrado de plagas (MIP) orientadas
a reducir la propagacion de virus en vifiedos, considerando tanto el comportamiento de los vectores
como los cambios inducidos en las plantas infectadas.

5.3. Factores asociados a la transmision de virus

Factores ambientales como la temperatura y la humedad, junto con la presencia de otros organis-
mos, pueden influir en la eficacia de la transmision. Estos mecanismos resaltan la importancia de los
coccoideos no solo como plagas, sino también como vectores significativos en la propagacion de virus
que afectan la salud de las plantas y la produccion agricola.

Elvirus puede mantenerse en el interior de los chanchitos blancos incluso después de la muda posteriorala
adquisicion, lo que sugiere una capacidad de retencion viral en estos insectos tras el cambio de cuticula. Sin
embargo, también se ha observado que los chanchitos blancos pueden perder rapidamente su capacidad de
transmitir el virus luego de la transferencia inicial, indicando una dinamica compleja de retenciony trans-
mision viral (Diaz-Lara et al, 2023). La eficiencia en la transmision es variable, con tasas que tipicamente
oscilanentre el 15 %y el 25 %, aunque tienden a ser mayores inmediatamente después de la alimentacion
posterior a la adquisicion que tras un periodo de ayuno. Esto sugiere que la reciente ingesta de savia puede
influir en la capacidad infectiva de la cochinilla. Ademas, la temperatura juega un rol importante en la ac-
tividad de estos insectos y, por lo tanto, en la eficiencia de transmision del virus; temperaturas mas altas
pueden acelerar el metabolismo de los chanchitos blancos, favoreciendo la transmision. La propagacion
del virus en el vifiedo también puede ocurrir a través de la dispersion aérea de ninfas jovenes infectadas
con GLRaV-3, lo que contribuye a la expansion de la enfermedad en los vifiedos (Diaz-Lara et al, 2023).

En cuanto a la interaccion entre chanchitos blancos y variedades de uva, algunas variedades son mas
susceptibles al ataque de estos insectos que otras, aunque esta relacion no siempre es predecible. Las
investigaciones han demostrado que tanto la cochinilla como el virus pueden ser necesarios para que se
presenten sintomas especificos de enfermedad en las plantas, lo cual sugiere una interaccion compleja
y especifica entre el virus, el insecto y la planta.

Ademas, todos los chanchitos blancos albergan bacterias endosimbidticas, que cumplen unrol esencial
en su nutricion al sintetizar aminoacidos que los insectos no pueden producir por st mismos. La investi-
gacion reciente indica que, en otros grupos de insectos fitdofagos, como moscas blancas y pulgones, los
endosimbiontes bacterianos también pueden ser importantes en la transmision de virus a las plantas.
En estos casos, las proteinas producidas por endosimbiontes cocoides parecen facilitar la transmision
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viral, actuando como mediadores entre el virus y el insecto vector. Estos descubrimientos resaltan la
importancia de los endosimbiontes no solo en la nutricion de los chanchitos blancos, sino también
como posibles facilitadores en la transmision de virus, lo cual abre nuevas lineas de investigacion en
el control de enfermedades transmitidas por estos insectos (Diaz-Lara et al., 2023).

5.4. Especies de coccoideos vectores

Pseudococcus calceolariae (Maskell): es una especie ovipara que deposita sus huevos en ovisacos
algodonosos, pequenos, densos e irregulares. Cada ovisaco puede contener entre 150 y 600 huevos,
de los cuales emergen pequenas ninfas migratorias que se desplazan a diferentes partes de la planta
para alimentarse. Durante el periodo de oviposicion, las hembras se repliegan hacia areas protegidas
de la madera. La eclosion ocurre a mediados del invierno en frutales citricos y a inicios de primavera
en carozos y pomaceas (Gonzalez, 2011).

La fecundidad de las hembras varia segiln la época del afo, el sustrato del que se alimentan (como
frutas, brotes o pedinculos) y la disponibilidad de machos (Salazar et al,, 2010).

Las etapas del ciclo de vida de esta especie son huevo, ninfa |, ninfa I, ninfa lll y hembra adulta. Por su
parte, los machos, al igual que las otras especies de pseudococcidos, posterior al estadio de ninfa I,
forman un pupoide, que permite que se produzca la transformacion que da lugar al individuo adulto. El
tiempo generacional en primavera es significativamente menor que en las hembras, pudiendo alcanzar
entre tres a cuatro generaciones en la temporada, dependiendo de las temperaturas y la calidad del
sustrato de alimentacion (Salazar et al,, 2010).

En la Figura 5.1 A se observa una hembra adulta de Pseudococcus calceolariae.

Pseudococcus longispinus (Targioni y Tozzetti): es una especie vivipara, por lo cual la aparicion de neo-
natas se produce bajo una tenue malla de filamentos protectores que emergen lateralmente, formando
un techo que cobija a las recién nacidas por un tiempo en los flancos maternos (Gonzalez, 2011). Cada
hembra produce entre 90 a 220 ninfas migratorias, dependiendo de la época del afo y la estructura del
arbol sobre la cual se alimentan, siendo el periodo de mayor fecundidad en época estival (Ripa y Larral,
2008). Por su lado, los machos adultos presentan un marcado dimorfismo sexual y capacidad de volar.
Ellos no se alimentan y solo viven unas horas con el fin de fecundar a la hembra (Salazar et al,, 2010).

En la Figura 5.1 B se observa una hembra adulta de Pseudococcus longispinus.

Las etapas del ciclo de desarrollo de esta especie de chanchitos corresponden a: huevo, ninfa migra-
toria, ninfa I, ninfa I, ninfa Ill, preadulta y hembra adulta. Los machos por su parte, posterior a la etapa
de ninfa Il forman un pupoide. Esta estructura tubular esta formada por delicados filamentos y en su
interior se produce la transformacion que dara lugar al macho adulto (Salazar et al,, 2010).

Planococcus citri (Risso): es una especie ovipara, donde las hembras producen entre 300 y 600 huevos
dentro de estructuras algodonosas u ovisacos, los cuales pueden ser producidos con o sin la interven-
cion de los machos. En menos de 10 dias eclosan las ninfas migratorias, las cuales se mueven por la
planta ubicando sitios de alimentacion. Una vez que las ninfas comienzan a alimentarse, secretan cera
y producen mielecilla. Las etapas del ciclo de desarrollo corresponden a huevo, ninfa I, ninfa Il, ninfa
I1l'y hembra adulta. En el caso de los machos, posterior a la etapa de ninfa Il, forman una estructura
tubular constituida por delicados filamentos llamada pupoide, en cuyo interior el individuo alcanza el
estado de macho adulto, el cual solo vive uno o dos dias (Salazar et al., 2010).
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Figura 5.1. Hembras adultas de chanchitos blancos. A: Pseudoccus calceolariae, B: Pseudococcus longispinus,
C: Planococcus citri, D: Pseudococcus viburni.

Esta especie presenta tres a cuatro generaciones anuales que se superponen, por lo que en cualquier
época del afo se pueden encontrar todos los estadios, sin embargo, durante el invierno disminuye su
densidad siendo mas frecuente encontrar masas de huevos. En el verano y otofo se observa la mayor
cantidad de machos en las trampas de feromonas, época en que estos se aparean con las hembras,
aunque esto no es requisito para producir la descendencia (Ripa y Larral, 2008).

Las hembras jovenes de la generacion invernal comienzan a movilizarse desde fines de agosto, disemi-
nandose en el follaje en el periodo previo al inicio de la floracion. En diciembre, gran parte de la poblacion
ya se encuentra como hembra fertilizada, comenzando a formar los ovisacos, que no albergan mas de
120-130 huevos, siendo el periodo de nacimiento de la primera generacion de neonatas primaveral.
Ellas luego se mueven a las hojas jovenes, estableciéndose en ambas caras y en frutos nuevos (Gon-
zalez, 2011). Muy importante en su biologia es la temperatura de eclosion de los huevos invernantes,
ubicados bajo la corteza suelta. En junio, los primeros estadios ninfales se instalan en la madera desde
mucho antes de la brotacion primaveral. Las hembras adultas se localizan preferentemente en frutos
que estan en contacto entre si, hojas, ramas o grietas, donde realizan la ovipostura (Ripay Larral, 2008).

En la Figura 5.1 C se observa una hembra adulta de Planococcus citri.

Pseudococcus viburni (Signoret): se reproduce sexualmente en huertos frutales y vifiedos. La hembra
deposita en su extremo caudal un grupo de 200 a 300 huevos de coloracion amarilla, en ovisacos ce-
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rosos desde donde emergen y dispersan ninfas migratorias, las cuales se fijan en la capa mas interna
del ritidomo (o corteza en la vid) cercana al floema donde se alimentan, protegen y, eventualmente, se
dispersan a otras estructuras de la planta. En primavera y/o verano también colonizan el envés de las
hojas, tallos, raquis y bayas (Salazar et al., 2010).

Luego de la postura de huevos, el ciclo continda con tres estadios ninfales para la hembra que culminan
en la forma adulta. En el caso de los machos, después del segundo estadio de ninfal, construyen un
capullo banco sedoso que protege los estadios de prepupay pupa, que los llevaran a mudar a su estado
adulto alado que se aparea con la hembra (Salazar et al,, 2010).

Después de la cosecha, la fruta remanente o pampanos muestran por lo general un aumento de ninfas
migratorias y huevos, sin embargo, a medida que transcurre el invierno la densidad de la plaga decrece
en la parte aérea de la plantay se concentra en la base del tronco bajo el ritidomo, cerca del suelo o bajo
él. Esta mortalidad puede deberse, entre otros factores, a la dificultad de los insectos para alimentarse
de la savia en la madera de vides en receso (Salazar et al,, 2010).

En cada temporada se pueden observar tres generaciones superpuestas: huevos, estados ninfales y
adultos, cuya proporcion y densidad varia segin el huerto, condiciones climaticas, métodos de control,
fertilizacion, entre otros. En parronales sin intervencion de plaguicidas, la maxima densidad se observa
por lo general en marzo y abril, periodo de cosecha en las variedades tardias. Con el inicio de la caida
de hojas de la vid, la densidad decrece paulatinamente alcanzando un minimo entre julio y agosto. En
las condiciones ambientales del Norte Chico, esta especie no presenta diapausa invernal, es decir, se
presentan tres generaciones que se traslapan, encontrando a lo largo del afio todos los estados de desa-
rrollo. Las mayores poblaciones ocurren entre enero y marzo, periodo de mayor infestacion de los frutos.

En la Figura 5.1 D se observa una hembra adulta de Pseudococcus viburni.

Planococcus ficus (Signoret): es una especie importante del floema de la vid, encontrandose bajo el
ritidomo desde la corona hasta el cuello del tronco, zona en la cual inverna como hembra adulta fe-
cundada. Las oviposturas ocurren en primavera, de preferencia en el pedicelo y bayas de racimos muy
agrupados, produciendo abundante mielecilla que favorece el desarrollo de fumagina en su generacion
de verano. Los ovisacos, que contienen cientos de huevos amarillentos, se disponen como una deébil
envoltura extendiéndose hacia atras por no mas del 60 % del cuerpo de la hembra. La primera genera-
cion aparece a mediados de mayo con la aparicion de las ninfas, las que migran a la base de los brotes
en crecimiento, haciéndolas dificiles de ver.

Entre finales de junio y principios de julio aparece la segunda generacion, que invade progresivamente
los brotes y raquis de los racimos. Entre su primera y segunda generacion primaveral, las ninfas comien-
zan a ascender para ubicarse en el follaje después de la floracion, donde se instalaran aisladamente en
ambas caras de las hojas para iniciar sus primeras ovisposturas (Gonzalez, 2011). A finales de agosto
aparece una tercera generacion, responsable de los mayores dafios dentro del vifiedo. Finalmente en
otono, después de la cosecha, las hembras fecundadas se colocan bajo el ritidoma para pasar el invierno
(Gonzalez, 2011; Guario et al, 2014).

Las hembras de P, ficus tienen un desarrollo heterometabolo y tras la eclosidn de los huevos, pasan por
tres estadios ninfales hasta alcanzar el estado adulto. En cambio, los machos se caracterizan por un
desarrollo holometabolo con cuatro estadios inmaduros. La metamorfosis se lleva a cabo en un pequefio
pupario donde se desarrollan los dos Gltimos estadios ninfales para dar lugar al adulto, que posee un
aparato bucal atrofiado y puede vivir de uno a tres dias (Estopa, 2015).
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Parthenolecanium corni (Bouché): es una especie bivoltina, partenogenética, principalmente, y ovipara,
con dos periodos de oviposicion en uva de mesa: entre octubre y comienzos de noviembre, y entre enero
y febrero. Las hembras ponen los huevos (de color blanco o rosado) en una camara de cria debajo de
su abdomen e invernan en la madera como ninfa de segundo estadio, alcanzando su madurez sexual
muy rapido a finales de septiembre. Después de la eclosion, las ninfas de primer estadio (rastreras) se
mueven desde debajo de la cubierta femenina sobre la superficie de la planta, donde se dispersan so-
bre las hojas nuevas, asentandose en racimos y margenes exteriores de las hojas superiores (Gonzalez,
1989). La intensa actividad de las ninfas migratorias puede durar desde horas incluso hasta unos dias.
Después de asentarse y pasar por la primera muda, se mueven con menos frecuencia. Al final del verano,
el segundo estadio se encuentra principalmente en la parte inferior de la superficie de las hojas, tallos y
ramas. En el otofo, antes de la caida de las hojas, las ninfas del segundo estadio migran desde las hojas
hasta las partes lefiosas de la planta, para pasar el invierno (Marotta y Tranfaglia, 1997) (Figura 5.2).

La proporcion de sexos en las poblaciones es extremadamente variable y aparentemente depende de
las condiciones de alimentacion (Borges da Silva et al., 2016).
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Figura 5.2. Hembras adultas de conchuela café europea de la vid Parthenolecanium corni.
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5.5. Estrategias de gestion de coccoideos en vides

Entre los vectores, los coccoideos, en sus primeras fases ninfales, son particularmente propensos a la
propagacion pasiva. Estos insectos pueden ser transportados por el viento, por la ropa y el equipo de
los trabajadores, e incluso por aves, lo que subraya la importancia de adoptar practicas estrictas de
bioseguridad en el campo (Diaz-Lara et al,, 2023). Por esta razon, el disefo de nuevas plantaciones debe
tener en cuenta el estado sanitario de los vifiedos vecinos y el riesgo de dispersion de vectores. Se han
propuesto practicas como la implementacion de barreras fisicas, incluyendo setos o franjas sin vides
entre parcelas, ademas del uso de insecticidas selectivos, para minimizar la transmision de vectores
desde vinedos mas antiguos a plantaciones jovenes. Estas medidas preventivas buscan aislar las areas
de propagacion de plantas madre y protegerlas de fuentes externas de infestacion, contribuyendo a un
control mas efectivo a largo plazo (Almeida et al,, 2013).

Las variaciones en sus preferencias de ubicacion en la vid, el nGmero de generaciones por temporaday
su capacidad para transmitir virus exige un enfoque de control integrado que incluya el uso de material
de propagacion libre de virus, enemigos naturales e insecticidas (de contacto y sistémicos) (Diaz-Lara
et al.,, 2023).

El uso de material propagativo en buen estado sanitario, como esquejes, injertos, yemas, esquejes
enraizados y plantas injertadas, es fundamental para mitigar el impacto de las enfermedades virales
en los cultivos de vid, especialmente en areas donde existen vectores que facilitan su propagacion. La
produccion y empleo de material certificado y libre de virus reduce significativamente el potencial de
indculo, actuando como una medida profilactica que contribuye a un manejo preventivo efectivo en el
vifiedo (Martelli, 2006). En casos de infestaciones, es posible eliminar plantas infectadas y reemplazarlas
con material tolerante a vectores, lo cual ayuda a disminuir tanto la incidencia como la propagacion,
mitigando asi su impacto en la produccion (Fuchs, 2020).

Ademas, se debe evitar el movimiento frecuente de maquinaria y equipo entre viiiedos, ya que esta
practica puede facilitar la dispersion de los chanchitos blancos. Los pesticidas en aerosol aplicados
como parte de programas de manejo regionales pueden ser Gtiles para controlar la diseminacion de
vectores, aunque no siempre logran detener la transmision del virus, lo que indica la necesidad de
mejorar la integracion de estas practicas en los sistemas de control regionales (Maree et al., 2013).

Algunas especies de chanchitos blancos, como Ps. calceolariae y Pl. ficus, pueden establecerse en
las raices de la vid, lo que representa un reto adicional en el manejo. Las raices remanentes de vides
eliminadas pueden albergar tanto virus como chanchitos blancos, y estos organismos pueden sobre-
vivir por anos, lo que incrementa el riesgo de infeccion en nuevas plantaciones en el mismo sitio.
Este problema de “remanencia” exige métodos de preparacion del suelo y limpieza profundos para
asegurar que no queden residuos infecciosos que puedan comprometer las nuevas vides (Almeida
et al,, 2013).

La detecciony eliminacion oportuna de vides infectadas, junto con un sistema de monitoreo constante,
son practicas indispensables para controlar el avance de las infestaciones de coccoideos. En el caso
especifico de los chanchitos blancos, el monitoreo se realiza mediante bandas de carton corrugado de
20 cm de ancho, colocadas a 120 cm del suelo alrededor del tronco de las vides. En cada muestreo, se
cuentan los individuos presentes bajo el cartén y entre las capas de papel corrugado (Figura 5.3). Esta
técnica facilita la deteccion temprana y permite un manejo eficiente de la poblacidn de estos insectos
en el campo.
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Figura 5.3. Trampa de agregacion para monitoreo de chanchitos blancos en huertos de vides.
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En Chile, se ha documentado la presencia de diversas especies de depredadores y parasitoides que
juegan un papel importante en el control biologico de los chanchitos. Estos agentes de control biologico
ayudan a regular las poblaciones, limitando su propagacion y reduciendo la necesidad de interven-
ciones quimicas. Entre los depredadores mas relevantes se encuentran los dipteros de los géneros
Leucopisy Ocyptamus confusus, y los neurdpteros Chrysoperla sp.y Sympherobius marmoratipennis,
conocidos por su capacidad para consumir grandes cantidades de chanchitos blancos en sus estadios
juveniles. Adicionalmente, el coccinélido Cryptolaemus montrouzieri, es un depredador altamente
efectivo utilizado en estrategias de control biolégico alrededor del mundo debido a su voracidad
(Olivares et al., 2014).

Por otro lado, los parasitoides que han mostrado efectividad en el control de los chanchitos blan-
cos incluyen varias especies de avispas encirtidas. Entre ellas destacan Coccidoxenoides peregrina,
Leptomastidea abnormis, Leptomastix dactylopii, Tetracnemoidea brevicornis'y Cocophagus gurneyi.
Estas especies atacan a los chanchitos blancos en distintos estadios de su ciclo de vida, impidiendo
su desarrollo y reproduccion. En Chile, el uso de parasitoides representa una herramienta clave en el
manejo de plagas, ya que estos insectos pueden adaptarse a diferentes condiciones agroclimaticas y
serincorporados en programas de manejo integrado sin causar dafos significativos a otros organismos
no objetivo (Olivares et al, 2014).

En Nueva Zelanda, el uso de parasitoides especificos ha demostrado ser altamente exitoso en el manejo
de ciertas especies de chanchitos blancos. Un ejemplo notable es el control de Ps. viburni, que se ha
logrado mediante la liberacion de Acerophagus maculipennis, un parasitoide especializado que reduce
considerablemente las poblaciones de esta plaga. Sin embargo, en el caso de especies como PL. citriy
PL. ficus, el parasitoide Anagyrus pseudococci, aunque efectivo, no ha sido suficiente para disminuir la
transmision de virus. Esto ha llevado a la exploracion de métodos alternativos, como la disrupcion del
apareamiento, una técnica que consiste en la liberacion de feromonas para confundir a los machos e
impedir que localicen a las hembras. Este método se esta evaluando como un complemento en el ma-
nejo de PL ficus, especialmente durante periodos de baja densidad de la plaga, cuando su efectividad
es mayor (Almeida et al,, 2013).

Otro aspecto relevante es el manejo de las hormigas que “cultivan” a los chanchitos blancos, como es el
caso de la hormiga argentina (Linepithema humile). Esta hormiga fomenta la proliferacion de chanchitos
blancos en vifiedos de California, lo que plantea un desafio importante, pues actla como defensora de
estos contra sus enemigos naturales, dificultando su control. Se han realizado esfuerzos de investiga-
cion para desarrollar programas de manejo regional, los cuales combinan maltiples herramientas y han
mostrado resultados prometedores al reducir de manera mas sostenida las poblaciones de chanchitos
blancos y virus en areas extensas, comparados con los esfuerzos de productores individuales (Almeida
et al., 2013).

En los vifedos, el control quimico se aplica en épocas criticas, como en la etapa de cuaja de la fruta,
principalmente mediante el uso de insecticidas neonicotinoides y reguladores de crecimiento. Los
neonicotinoides son eficaces debido a su accion sistémica, ya que actdan en el sistema vascular de la
plantay, al seringeridos por el insecto, generan una alta tasa de mortalidad. Sin embargo, los insecticidas
sistémicos no siempre ofrecen una proteccidon completa, ya que para que actlen, los chanchitos blancos
deben alimentarse de la planta. Este método, si bien reduce significativamente las poblaciones de la
plaga en el vinedo tratado, no garantiza que se detenga la propagacion de virus cuando estos insectos
se desplazan a plantas sanas. Asi, el control quimico a menudo requiere complementarse con medidas
de manejo biologico y cultural para lograr una supresion efectiva de las poblaciones de chanchitos
blancos en el largo plazo (Almeida et al, 2013).
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Los nematodos, pertenecientes al Phylum Nematoda, son organismos eucariotas pluricelulares, in-
vertebrados y no segmentados, que se encuentran ampliamente distribuidos en todo tipo de suelos,
incluidos cultivos y regiones extremas como la Antartida, ya que poseen una gran adaptabilidad, siendo
la condicion mas importante para mantener su actividad, contar con un medio himedo (Magunacelaya
y Dagnino, 1999). Pueden ser de vida libre o parasitos, abarcando un total de 26.646 especies identifi-
cadas, de las cuales 4.105 son fitoparasitas; éstos representan entre el 10 % y 20 % de los nematodos
totales en muestras de suelo natural (Guzman et al., 2012). Pertenecen a dos 6rdenes dentro del Phylum
Nematoda: el orden Tylenchida, que contiene a la mayoria de los nematodos fitoparasitos, algunos
parasitos de insectos y algunas especies que se alimentan de hongos, y el orden Dorylaimida, con una
gran variedad de nematodos de suelo, donde se incluyen tres géneros fitoparasitos (Dropkin, 1980).

Los nematodos fitoparasitos pueden habitar en cualquier parte de las plantas, incluyendo brotes y
flores en desarrollo, hojas, tallos y principalmente raices, destacando por su impacto negativo en la
agricultura, a través de tres importantes vias: pueden danar directamente las plantas por medio de su
alimentacion; pueden generar un dano indirecto a través de la generacion de heridas con sus estiletes,
lo que implica una via de entrada de patogenos y, por Gltimo, actuar como vectores de virus fitopato-
genos. Esta triple funcion puede debilitar cultivos importantes, como los frutales y las vides (Sepilveda,
2003; Krausz, 1997).

Abordando su actuar como vectores de virus, los géneros de nematodos que destacan en la agricultura
pertenecen a los géneros Xiphinema, Longidorus, Paralongidorus, Trichodorusy Paratrichodorus, capaces
deinocular virus en los tejidos vasculares de las plantas mediante estiletes especializados de los tipos
odontoestilete y estilete curvo, cuyas caracteristicas morfoloégicas, sumado a su habito de vida libre en
el suelo, permiten una activa transmision. Por ejemplo, Xiphinema index, que posee un odontoestilete,
transmite el virus de la hoja de abanico de la vid y Trichodorus spp., que poseen estilete curvo, el virus
del moteado del tabaco. Los nematodos vectores de virus identificados en Chile pertenecen a tres
géneros: Xiphinema, Longidorusy Trichodorus, sobresaliendo principalmente los del género Xiphinema
en frutales y vides (Gonzalez, 1993).

La interaccion entre nematodos y virus constituye un desafio critico para la sanidad vegetal, pues su
presencia en el suelo facilita la propagacion de enfermedades virales en los cultivos. Comprender su

biologia, dinamica y mecanismos de transmision es clave para desarrollar estrategias de manejo que
minimicen su impacto economico en la agricultura.
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6.1. Caracteristicas generales de los nematodos fitoparasitos
transmisores de virus: ciclo de vida, comportamiento
y habitos alimenticios

El ciclo de vida de la mayoria de los nematodos fitoparasitos es, por lo general, bastante semejante y
se divide en seis estadios: huevo, cuatro etapas larvarias o juveniles (J1,J2, J3 'y J4) y adulto. La primera
muda a menudo se produce dentro del huevo. Los huevos se incuban y se desarrollan en larvas o juve-
niles, cuya apariencia y estructura es comdnmente similar a la de los nematodos adultos en aquellos
individuos de vida libre. El estadio J1 se forma siempre dentro del huevo, eclosionando el estadio J2 que
se dedicara a buscar a su huésped. Sin excepcion, todas las especies son vermiformes en sus estados J1
y J2. Las larvas aumentan de tamano y cada etapa larvaria concluye mediante una muda. Después de
la Gltima muda, los nematodos se diferencian en hembras y machos adultos. En algunas especies, las
hembras cambian de forma a medida que van madurando y toman formas de pera o intermedias entre
vermiformes y peras. Las distintas formas que adquieren los adultos permiten la identificacion de los
diferentes géneros de nematodos fitoparasitos (France, 2000).

La hembra puede producir huevos fértiles una vez que se ha apareado con un macho o, en ausencia de
machos, partenogenéticamente, o bien produce esperma por si misma (hermafroditismo) (Pefia y Paez,
2014). En el caso de nematodos transmisores de virus, todos poseen el ciclo de seis estadios, mante-
niendo su forma vermiforme en todas sus etapas juveniles y adulto.

Desde el punto de vista del habito de vida de los nematodos, se distinguen aquellos que son ectopa-
rasitos, vale decir que se desarrollan fuera de su hospedero, siempre en la solucion de suelo y aquellos
endoparasitos, que desarrollan parte de su ciclo en el interior de su hospedero. En el caso de los ne-
matodos transmisores de virus, todos tienen un habito de ectoparasitismo, por lo cual a través de su
vida libre, tienen un fuerte impacto en la transmision de particulas virales, al pinchar con su estilete
un hospedero y repetir la misma accidn en otras plantas.

El dafo directo de nematodos sobre las plantas, consiste en la perforacion profunda de las puntas de las
raices, a través de una estructura que se proyecta a través del aparato bucaly que se denomina estilete,
estructura hueca tipo lanza, con la cual los nematodos perforan las paredes celulares para succionar el
contenido citoplasmatico de las células vegetales (Dropkin, 1980). Existen 3 tipos de estiletes asociados
a nematodos fitoparasitos, cuya arquitectura es diferente y que les otorga caracteristicas especiales
al momento de alimentarse de sus hospederos. Al respecto, Krausz (1997) describe que existen los
estomatoestiletes (Figura 6.1 A), odontoestiletes (Figura 6.1 B) y estiletes curvos (Figura 6.1 C), siendo
los dos altimos, conocidos por su alta capacidad de transmitir particulas virales en sus hospederos.

Figura 6.1. Tipos de estilete en nematodos fitoparasitos: A: Estomatoestilete; B: Odontoestilete; C: Estilete curvo.
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La mayoria de los dafios causados por nematodos fitoparasitos parece deberse a la secrecion de saliva
introducida en los tejidos de las plantas durante el proceso de alimentacion. Ellos perforan la pared
celular, introducen saliva dentro del citoplasma, extraen parte del contenido celular, y se movilizan
en unos pocos segundos. El proceso de alimentacion causa una reaccion en las células de las plantas
afectadas, resultando en la muerte o debilitamiento de los extremos de las raices y yemas, formacion
de lesiones y rompimiento de tejidos, abultamientos, agallas, arrugamiento y deformacion en tallos y
hojas. Algunas de estas manifestaciones son causadas por la descomposicion del tejido afectado por las
enzimas del nematodo, las cuales, con o sin la ayuda de metabolitos toxicos, causan desintegracion del
tejido y muerte de las células. Otros sintomas asociados dicen relacion con el alargamiento anormal de
las células (hipertrofia), por supresion de la division celular o por la estimulacion del proceso de division
celular de una manera descontrolada y que resulta en la formacion de agallas (hiperplasia) o de un gran
namero de raices laterales en o cerca de los sitios de infeccion (Pefia y Paez, 2014).

6.2. Nematodos como vectores de virus en vid y mecanismos de
transmision

Los nematodos fitoparasitos dafian las raices de las plantas de vid reduciendo su capacidad de absorcion
de agua y nutrientes disponibles en el suelo. Por tratarse de parasitos muy pequenos, normalmente pasan
desapercibidos, asi como el dafno que producen, hasta que se expresan en la parte aérea de la vid, con pérdida
de vigor, reduccion de largo de brotes, entrenudos cortos, hojas mas pequefas, clorosis, menor tamano de
racimos, menor diametro de bayas, marchitamiento en horas de mayor temperatura, reduccion de sintesis
de hormonas como la citoquinina, y a través de la transmision de virus (Magunacelaya et al,, 2004).

Considerando este Gltimo punto, se describen dos grupos de virus transmitidos por nematodos; los
tobravirus, que son transmitidos por nematodos trichodoridos (Trichodorus 'y Paratrichodorus), que no
revisten importancia en vides, y los nepovirus, que si tienen importancia en frutales y vides. De estos, se
conoce que 12 especies de las 36 descritas de nepovirus, son transmitidas por nematodos Longidéridos
(Longidorus spp y Xiphinema spp) y de éstas, nueve afectan la vid (Magunacelaya y Dagnino, 1999).

Los juveniles y adultos de nematodos vectores son capaces de transmitir los virus asociados a ellos.
Mediante el estilete con el que se alimentan, tanto los juveniles como los adultos pueden adquirir y
transmitir los virus, pero estos no pueden pasar a través de las mudas larvarias o huevos; después de
cada muda los juveniles o adultos resultantes deberan alimentarse de las raices de una planta enferma
para adquirir nuevamente el virus y poder transmitirlo (Velazquez et al,, 2015).

En el mismo sentido, Arias (1983), agrega que los virus no permanecen en el nematodo después de la
muda, puesto que el lugar de retencion en Longidorus, es la cuticula interna del estoma, estilete y vaina
del mismo, que cambia junto a la cuticula externa en el proceso de muda. En Xiphinemayy Trichodorus, la
retencion se realiza en la cuticula que tapiza la pared interna del es6fago, que no cambia con la muda,
pero se ha observado al microscopio electronico, que en Xiphinema ocurren cambios estructurales
considerables durante el proceso de muda, en los que la pared del es6fago pasa al intestino juntamente
con las particulas de virus que puedan estar retenidas en ella, por lo que, después de cada muda, la
pared esofagica aparece libre de virus y, por lo tanto, no es infectiva. La Gltima fase del proceso de
transmision es la inoculacion de las particulas de virus en las células de las plantas; solamente se pro-
duce la transmision cuando las particulas de virus se inoculan en células no dafadas o afectadas por el
nematodo, ya que el virus es incapaz de replicarse en ellas o pasar a la célula adyacente. La inoculacion
se efectla cuando las particulas de virus entran, con la saliva del nematodo, en las células de la planta
en una interfase en la que lo permita la especificidad de transmision.
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6.3. Especies de nematodos vectores de virus en la vid

La primera asociacion comprobada de nematodos y virus fue descrita por Hewitt y colaboradores en el
afo 1958, mostrando a Xiphinema index como vector del virus de la hoja en abanico (GFLV) (Decraemer
y Chaves, 2012).

Se han reportado 22 nematodos longidoridos y 14 trichodoridos como vectores de virus de vegetales.
Entre los longiodoridos, 11 especies pertenecen a Xiphinema, 10 a Longidorus y 1 a Paralongidorus.
Dentro de los trichodoridos, 5 especies corresponden a Trichodorusy 9 a Paratrichodorus. (Magunace-
laya y Dagnino, 1999). Cabe destacar que todos estos géneros poseen habito de vida libre en el suelo,
comportandose como ectoparasitos en sus hospederos.

6.3.1. Xiphinema spp. (Nematodos Daga)

Los Nematodos Daga (Figura 6.2 A), son el Gnico vector natural de los nepovirus, que adquieren al ali-
mentarse de las plantas; corresponden a nematodos de gran longitud llegando a medir desde 1,3 hasta
5,5 mm o mas. Poseen un estilete largo del tipo odontoestilete (Figura 6.2 B), recto y delgado de 60 a
250 um con la base expandida (sin nddulos basales), donde se adhieren los misculos.

Figura 6.2. A: Morfologia Xiphinema spp; B: Odontoestilete inserto en un apice radicular.

Dentro de las especies del género Xiphinema destacan X. index, asociada principalmente al cultivo de
la vid, donde puede ocasionar dafo directo con su actividad fitoparasita y al ser vector del virus de la
hoja de abanico (Grapevine fanleaf virus, GFLV); X. americanum sensu lato, vector del virus de la mancha
anular del tomate (Tomato ringspot virus, ToRSV), un importante nepovirus que afecta la vid, sin embargo,
su capacidad de transmitir virus a cultivos agricolas ha sido muy poco estudiada en nuestro pais y, por
altimo, X. diversicaudatum, especie de nematodo no presente en Chile, que es capaz de transmitir dos
virus importantes para el cultivo de la vid: el virus del mosaico del Arabis (Arabis Mosaic virus, ArMV) y
el virus de la mancha anular de la fresa (Strawberry latent ringspot virus, SLRV).

En Chile, Xiphinema index, el mas importante del grupo, se ha determinado desde la Region de Atacama

hasta la Region de La Araucania, asociado principalmente a un gran nimero de variedades de vides,
tanto de uva de mesa, pisquera y vinifera. Se lo ha encontrado, ademas, asociado a higueras y moras.
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Esta especie es el vector del virus de la hoja en abanico (GFLV) presente en Chile (Gonzalez, 1993). GFLV
corresponde al nepovirus de mayor importancia econdmica, con pérdidas en vides que pueden sobrepasar
el 60 %. Este virus puede permanecer viable en el vector X. index por al menos ocho meses, bastando
una simple y breve alimentacion sobre las raices, para la adquisicion del virus. El virus no se dispersa
en alto grado, debido a la escasa movilidad que tienen los nematodos, sin embargo, es el material de
propagacion el que permite su dispersion mayor (Herrera, 2000).

Este nematodo se encuentra de preferencia en suelos con texturas livianas o medias y se caracteriza
por una gran longevidad, con ciclos de vida que duran entre 6 y 8 meses a 20 a 23 °C. El resultado de
los ataques por Xiphinema corresponde a reducciones en el crecimiento de las raices; estas al ser afec-
tadas, van adquiriendo formas de crochet o ganchos (France, 2000), siendo el umbral de dafio para este
nematodo en vides, de 100 juveniles/250 cc de suelo. Algunos individuos pueden quedar inmovibles por
un dia entero, alimentandose intermitentemente de la misma zona radicular, lo que provoca detencion
del crecimiento y deformaciones de los apices radiculares, y la expresion del virus transmitido en la
parte aérea (Figuras 6.3 y 6.4).

Figura 6.4. Vista general de parrones de uva de mesa de exportacion afectados por virosis transmitida por X. index,
sector Mialqui, comuna de Monte Patria, Region de Coquimbo.
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En el caso de Xiphinema americanum esta ampliamente distribuido en el pais, desde la Region de Arica
y Parinacota a la Region de Los Lagos, asociado a una gran diversidad de cultivos, cereales, hortalizas
hasta forestales, como a un sinnimero de especies frutales incluyendo a la vid, en cuyo caso Xiphi-
nema americanum sensu lato puede actuar como vector en la propagacion de tres virus; el virus de la
mancha anular del tabaco (Tobacco ringspot virus, TRV), virus de la mancha anular del tomate (Tomato
ringspot virus, TORSV) y el virus del mosaico arrosetado del durazno (Peach rosette mosaic virus, PRMV);
mientras que Xiphinema americanum sensu stricto solo transmite las dos primeras especies de virus
(Andret-Link et al, 2017). De todos estos virus, en Chile solo ha sido reportada la presencia del virus
Tomato ringspot virus.

Por altimo, Xiphinema diversicaudatum es actualmente un nematodo que no esta presente en Chile,
sin embargo, su distribucion es muy amplia en Europa, existen algunas identificaciones puntuales en
California (Estados Unidos) y presencia restringida en un area determinada en Nueva Zelanda (EPPO,
2024). Este nematodo actla como vector de dos virus que afectan la vid: virus del mosaico del Arabis
(Arabis mosaic virus, ArMV) y el virus de la mancha anular de la fresa (Strawberry latent ringspot virus,
SLRV). Ambos han sido descritos en Chile, pero solo el virus del mosaico del Arabis se ha determinado
en el cultivo de la vid.

6.3.2. Longidorus spp. y Paralongidorus spp.

Los géneros Longidorus (Figura 6.5 A) y Paralongidorus (Figura 6.5 B), también actGan como vectores de
virus en la vid, pero en Chile no se han determinado las especies virales que ellos transmiten.

Figura 6.5. A: Morfologia de Longidorus spp. B: Paralongidorus spp.

Longidorus se caracterizan por ser de gran longitud, de 2 a 11 mm, con un estilete de 180 um.
Presentan un anillo guia rodeando la mitad anterior del odontoestilete. Las especies de este género
que transmiten virus generalmente retienen esta habilidad por menos de dos meses, sin embargo,
numerosas malezas son hospedantes de estos nematodos y de los virus, de manera que los virus
son facilmente readquiridos y, por lo tanto, la transmision al cultivo es continua. En algunos tipos
de suelo es coman encontrar poblaciones de Longidorus sp. hasta 60 - 90 cm de profundidad; su
ciclo de vida puede tomar desde varias semanas hasta varios afios (Velazquez et al, 2015). En la
vid, Longidorus transmite seis especies de virus (Andret-Link et al,, 2017), de las cuales ninguna
esta presente en Chile.
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En el género Paralongidorus se han descrito a nivel mundial 75 especies (Haque y Khan, 2021), las cuales
afectan diferentes tipos de cultivos. Los Paralongidorus tienen una distribucion limitada, y la mayor di-
versidad se reporta en Asia y Africa (Mwamula et al, 2020). En vid s6lo se reporta una especie que actia
como vector de virus: Paralongidorus maximus que actla como vector de la cepa que infecta la vid del
virus de la mancha anular del frambueso (Raspberry ringspot virus, RpRSV) (Andret-Link et al,, 2017). En
Chile existen restricciones cuarentenarias para esta especie de nematodo (SAG, 2002; SAG 2020). Res-
pecto del virus que transmite, tal como se indicd anteriormente, s6lo ha sido identificado en frambuesa.

6.3.3. Trichodorus spp

En la naturaleza se han identificado 63 especies asociadas al género Trichodorusy 27 especies al género
Paratrichodorus (Magunacelaya y Dagnino, 1999). Trichodorus (Figura 6.6), es un género de distribucion
cosmopolita, conocido como nematodos acortadores de raices, ya que ocasionan reduccion del desa-
rrollo de las mismas y, como consecuencia, de las partes aéreas, acompanado de clorosis general de
las plantas afectadas (Krausz, 1997).
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Figura 6.6. Morfologia de Trichodorus spp.

6.4. Estrategias de manejo de nematodos en vides

El control de nematodos fitoparasitos no es facil, debido a que estos organismos poseen una cuticula
poco permeable que les confiere gran resistencia a agentes fisicos y quimicos de control, y estan dis-
tribuidos en el suelo a una profundidad variable, dependiendo del largo de las raices de sus hospederos.
Ademas, poseen una gran capacidad de desarrollo, lo que les permite recuperar rapidamente una po-
blacion disminuida (Gonzalez, 2000). La eliminacion total de los nematodos del suelo es casiimposible,
por la capacidad de persistencia en ausencia del huésped. Por lo tanto, la mejor estrategia es el uso de
manejo integrado, compatibilizando varias medidas que en su conjunto lleven a mantener un nivel de
estos patogenos bajo el umbral econémico (Martinez et al., 2019).

Las estrategias de control de nematodos fitoparasitos se basan en medidas preventivas, culturales,

bioldgicas y quimicas, cada una con un papel fundamental en la reduccion de la incidenciay el impacto
de estos organismos en los cultivos.
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6.4.1. Manejos preventivos

En primer lugar, las acciones preventivas son esenciales para evitar la infestacion inicial de nemato-
dos en los cultivos. Un programa de monitoreo constante, mediante la toma de muestras de suelo y su
analisis en laboratorios especializados, es recomendable para evaluar y controlar la presencia de estos
organismos. La observacion de sintomas en las partes aéreas de las plantas, como la falta de vigor, el
amarillamiento y el debilitamiento, puede ser una sefial de su presencia; ademas, el examen detallado
de las raices es crucial, ya que las deformaciones, engrosamientos o lesiones suelen indicar infestacion
por nematodos (Meza, 2019).

Asimismo, se debe garantizar el uso de plantas y material vegetal certificado, libre de virus y nema-
todos, y cuando sea posible, optar por variedades resistentes. Ademas, todos los elementos utilizados
en la propagacion deben estar libres de estos patdgenos. La mantencion regular de las herramientas
y maquinaria agricola también es esencial para evitar la diseminacion de nematodos, limpiando cui-
dadosamente el suelo adherido a las ruedas y superficies para reducir el riesgo de transporte de estos
patogenos desde areas infestadas hacia areas libres.

También resulta clave controlar la presencia de plantas acompafantes que podrian servir como fuente
alternativa de alimento o infeccidn para los nematodos, evitando asi el aumento de su poblacién y la
propagacion de enfermedades virales (Arias, 1983).

6.4.2. Manejos culturales

Las practicas culturales desempefian un rol significativo en la reduccion de las poblaciones de nema-
todos en el suelo. La rotacion de cultivos es una de las practicas mas efectivas, ya que alternar cultivos
susceptibles con aquellos que no son hospedantes permite disminuir progresivamente la poblacion en
el suelo al reducir su fuente de alimento, sin embargo, para nematodos transmisores de virus en vides,
no es una medida posible.

El uso de enmiendas de suelo, como compost y residuos de cultivos, incrementa la presencia de ene-
migos naturales de los nematodos, contribuyendo al control de sus niveles de infestacion.

La pasteurizacion de los medios con calor como el vapor de agua puede controlar los nematodos en
recipientes, camas elevadas e invernaderos (Bethke, J. et al.,, 2020) que si bien no aplica para vides
en terreno, podrian ser practicas utilizables en viveros de vid; también, hoy existe la alternativa de
la aplicacion de ozono en agua de riego, cuyo potencial altamente oxidativo, rompe paredes y mem-
branas celulares de los nematodos, sin dejar residuos toxicos, siendo inocuo para el suelo, el agua,
los cultivos y la salud humana (Villalobos et al,, 2016). Al respecto, Prado (2023), al inyectar ozono al
suelo para control de Meloidogyne spp y Pratylenchus spp, observo que, tras una primera aplicacion,
hubo una reduccion significativa de las formas moviles de Meloidogyne del orden de 86 % y en Pra-
tylenchus, a pesar de tener un efecto mas lento, hubo una reduccién de 100 %. Lamentablemente,
también se produjo una reduccion importante de nematodos sapréfagos, en un 71 %. Sin embargo,
se pudo establecer que luego de seis dias de aplicado el ozono al suelo, las poblaciones de todos los
nematodos se restablecieron.

La solarizacion en climas calidos antes de la siembra puede reducir temporalmente las poblaciones de
nematodos en los 30 cm superiores del suelo. La solarizacion implica cubrir el suelo himedo y desnudo
o la mezcla del recipiente con una o dos capas de plastico transparente durante varias semanas bajo
un clima calido. En algunos casos, la incorporacion de modificaciones (como abono) o la aplicacion de
dosis mas bajas de lo normal de plaguicidas fumigantes en combinacion con la solarizacion puede pro-
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porcionar un mejor control que el uso de cualquier método por separado. El uso correcto de la técnica
solarizacion “doble carpa” puede erradicar completamente los nematodos parasitos de las plantas, los
patdgenos y las semillas de malezas de los contenedores de viveros (Bethke et al., 2020).

El uso de materia organica es efectivo para disminuir las poblaciones de estos patdgenos, como guano
de aves y otros animales, compost, residuos de plantas con propiedades nematicidas, algas o subpro-
ductos de la agroindustria ricos en proteinas. El efecto de la liberacion de compuestos nematicidas en
estas materias organicas se debe a la produccion de amonio y acidos grasos durante la fermentacion,
aumento e introduccion de microorganismo antagonicos, incremento de la tolerancia de la planta
producto del estimulo de la materia organica o cambios en el suelo que no permiten la proliferacion
de los nematodos (Martinez et al,, 2019). La incorporacion de estiércol animal, fertilizantes organicos,
residuos de cultivos y compost aumenta el contenido de materia organica del suelo. Esto mejora la
disponibilidad de agua y nutrientes para las plantas, reduce el estrés de las plantas y puede fomentar
un mayor niamero de depredadores de nematodos y parasitos. También se puede utilizar el calor gene-
rado por microorganismos descomponedores durante el compostaje para controlar nematodos, pero la
preparacion de abonado libre de patdogenos requiere de un manejo cuidadoso y monitoreado.

La biofumigacion, basada en la liberacion de sustancias volatiles provenientes de la degradacion de
materia organica, también es una herramienta efectiva, aunque su uso esta limitado por el costo y
la disponibilidad de grandes cantidades de materia organica. Una de las mejores enmiendas son los
derivados o cultivos de la familia de las brasicas, las que liberan compuestos tipo glucosinolatos que
tienen propiedades nematicidas (Fourie et al,, 2016).

El uso de extractos de origen natural para el control de nematodos fitoparasitos ha sido probado en
los Gltimos afnos, logrando promisorios resultados asociados a sustancias extraidas de papaya, plantas
aromaticasy aceites esenciales (Aquea y Krausz, 2023); particularmente, se ha trabajado en la evaluacion
de diversos extractos vegetales ricos en polifenoles y proteinas, extractos de quillay, aceites naturales
de Melaleuca alternifolia (arbol del Té) (Guzman y Valdés, 2019; Labarca y Tejada, 2024); extractos de
Frankenia chilensis (Hierba del Salitre) (Valdés, 2018); Lupinus spp (Ortiz, 2023) y Tagetes patula (Baldo,
2024), entre los mas destacados, buscando alternativas mas inocuas para el control de estos agentes.

6.4.3. Manejo a través de resistencia genética

La eleccion de cultivares resistentes o el uso de portainjertos resistentes, permite reducir el impacto
de los nematodos de una forma ambientalmente amigable y segura para la salud humana (Lezaun,
2016; Meza, 2019; Gonzalez, 1993). La resistencia esta definida como una caracteristica o un conjunto
de caracteristicas de las plantas que inhiben la reproduccion de una o mas especies de nematodos. Un
cultivar resistente debe prevenir una gran proporcion de la reproduccion, generalmente 90 % o mas
en comparacion con los cultivares susceptibles de la misma especie. Las plantas tolerantes tienen ca-
racteristicas que reducen el dafo al desarrollo o rendimientos de una planta infectada por una especie
de nematodo, es decir, existe un considerable incremento en el rendimiento o desarrollo, comparado
con cultivares de plantas que carecen de tolerancia o resistencia (Taylor y Sasser, 1983). Las plantas
resistentes poseen diversos mecanismos de defensa (fisiologicos y anatdomicos) para usar en contra
de los patdogenos. Los mismos autores agregan que las plantas hospederas tienen varios grados de
susceptibilidad. Las mas importantes son las altamente y moderadamente susceptibles, en las cuales
la reproduccion del nematodo es normal; dentro de las plantas que son menos que moderadamente
susceptibles, es decir, resistentes, estan las ligeramente, moderadamente y altamente resistentes. En
una planta altamente resistente, la reproduccion es menor que 2 % de la reproduccion en una planta
susceptible en similar infestacion del suelo, en una planta moderadamente resistente 10 % a 20 %, y
en una planta ligeramente resistente hasta el 50 %.
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Respecto al uso de portainjertos en vides, en Chile los portainjertos con mayor presencia en términos
de superficie plantada son Harmony, Freedom y Ramsey, los tres provenientes de Estados Unidos. Esto
se debe a la influencia norteamericana sobre la viticultura chilena, y a la no presencia de problemas de
Filoxera (Phylloxera vastatrix) y caliza a los cuales se orientaron los procesos de seleccion europeos. Asf,
los patrones presentan un comportamiento mas adecuado a condiciones como la escasez o exceso de
aguay la salinidad o acidez del suelo. Algunos destacan particularmente, como es el caso de Paulsen en
tolerancia a sequia, 0 Ramsey por su capacidad de soportar salinidad. Ademas, suelen lograr una mayor
eficiencia en la absorcion de nutrientes, un mayor crecimiento de la raiz y un mejor comportamiento
frente a complejos bioantagonistas en el caso de replantes (Ljubetic, 2016).

Ademas de la importancia de resistir la presencia de nematodos en las vides, cuando se habla de por-
tainjertos, cobra relevancia la incompatibilidad o rechazo genético entre portainjerto y variedad, ya
que la presencia de virosis en las vides, puede comprometer la compatibilidad de ambos. De hecho, en
Chile se ha determinado la incompatibilidad de uva de mesa variedad Red Globe con los portainjertos
Teleki 5 A, 3309 Couderc, Paulsen 1103 y Kober 5BB por la presencia del virus GFLV (Virus del abanico
de la vid) transmitido por Xiphinema index (Ljubetic, 2016).

De acuerdo a informacion extraida de Viveros Richter Chile, que produce plantas injertadas de vides

viniferas, pisqueras y de mesa, existen portainjertos que presentan cierta resistencia a nematodos de
los géneros Meloidogyne y Xiphinema, tal como se muestra en Cuadro 6.1.

Cuadro 6.1. Ejemplo de portainjertos presentes en Chile con resistencia a nematodos.

Resistencia a Resistencia a

Portainjerto Familia Vitis Xiphinema spp Meloidogyne spp
Harmony 1613C (Solonis x Othello)x Dogridge Media-Alta Media-Alta
Freedom 1613C (Solonis x Othello)x Dogridge Media-Alta Media-Alta
SaltCreek Champinii Alta Alta

S04 Berlandieri x Riparia Media Media-Alta
5BB Berlandieri x Riparia Media Media-Alta
R110 Berlandieri x Rupestris Baja Baja- Media
Ru140 Berlandieri x Rupestris Baja Baja- Media
Paulsen 1103 Berlandieri x Rupestris Baja Media-Alta
3309 C Riparia x Rupestris Baja Baja

101-14 Riparia x Rupestris Media Media-Alta

Fuente: Viveros Richter Chile, (2024).

6.4.4. Manejo biologico

Actualmente, el control biolégico representa una alternativa sostenible. Para implementar el control
biologico, puede realizarse la introduccion directa de agentes biologicos en suelos infestados o mejorar
la biodiversidad del suelo para fomentar una microbiota equilibrada que incluya enemigos naturales
de los nematodos. La rotacion de cultivos y el uso de plantas trampa son también estrategias eficaces,
ya que disminuyen las poblaciones de nematodos y, por ende, la propagacion de enfermedades virales
en los cultivos (Lopez y Jansson, 2001; Quevedo et al,, 2022; France, 2000).

Consiste en el uso de enemigos naturales especificos para las plagas, los cuales son manejados
por el hombre, ya sea a través de modificacion del ambiente facilitando su predominancia, la
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introduccion de enemigos naturales y posterior adaptacion a las condiciones del medio, o la
produccion de ellos en condiciones de laboratorio para posterior liberacion masiva y periddica al
medio ambiente (Hidalgo, et al,, 2013).

Dentro del control biologico se utilizan diferentes especies de hongos nematéfagos que han sido evalua-
dos con resultados promisorios, como Paecilomyces lilacinus, Plectosphaerella cucumerinay Pochonia
chlamydosporia. En general, P. lilacinus es considerado como el hongo mas efectivo y de mayor uso
para control bioldogico (Martinez et al,, 2019).

Hay un grupo de compuestos de origen bioldgico que corresponde a toxinas o metabolitos derivados de
la destilacion de las bacterias Streptomyces fumanus, Streptomyces avermitilis y Saccharopolyspora
spinosa que tienen efecto insecticida, acaricida y nematicida (Méndez et al., 2009).

Algunos plaguicidas biologicos incluyen ciertas bacterias de las especies Burkholderia, Pseudomonas
y subproductos naturales de Myrothecium verrucaria (Bethke et al., 2020).

Son los niveles altos de compost y guano los que estimulan el desarrollo de estos organismos que
ayudan a bajar la presion de las poblaciones de nematodos fitoparasitos. Todos estos organismos estan
presentes en el suelo y bajo ciertas condiciones alcanzan un buen desarrollo. Se ha acufado el término
de suelos supresivos, para denominar aquellos suelos donde se han desarrollado algunos de estos mi-
croorganismos de manera importante y, a lo largo del tiempo, han sido capaces de disminuir o manejar
las poblaciones de nematodos del suelo.

6.4.5. Manejo quimico

Por altimo, el control quimico corresponde al método mas utilizado en la actualidad para controlar
nematodos, a través del uso de nematicidas, siendo efectivos pero cuestionados debido a su toxicidad
y efectos ambientales. Se recomienda su aplicacidon Gnicamente cuando hay una alta infestacion de
nematodos, y preferiblemente optar por productos menos toxicos, como los bionematicidas (Lezaun,
2016; Meza, 2019).

Dentro del control quimico se utilizan tradicionalmente grupos quimicos organofosforados y carba-
matos, pero el problema que tiene este tipo de control es que no hay un 100 % de efectividad, debido
a que la cubierta de los huevos y la pared de quistes de nematodos que los forman, son resistentes al
ingreso del nematicida. Ademas, al aplicar productos quimicos se debe tener alternancia y cuidado con
la dosis empleada, ya que se produce una descomposicion microbiana rapida en el suelo (Krausz, 1997).

Una vez establecida la plaga se puede hacer uso de los nematicidas, pero tienen un alto costo y pro-
ducen una indeseable contaminacion del ambiente, ademas que no siempre resultan ser efectivos. Sin
embargo, se utilizan ampliamente en Europa a través del uso de fumigantes de preplantacidn, como
son el 1,3 Dicloropropano y el Metam sodio (Martinez et al., 2019).

Todos los organismos que entren en contacto con estos plaguicidas se veran afectados, en consecuen-
cia, también los organismos benéficos como los controladores naturales de nematodos y otras plagas,
generando un desequilibrio en las poblaciones de organismos que habitan el suelo y aumentando
posteriormente en gran medida los nematodos sin sus depredadores naturales.

En la actualidad, se han incorporado nuevos grupos quimicos que buscan resultados mas efectivos en el

control de nematodos, tales como Avermectinas, Piridiniletilbenzamidas, Fluoroalquenilsulfonas, Fenetil-
piridinamidas, entre otros, mas una serie de productos plaguicidas de origen organico natural o biologico.
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De acuerdo con lo presentado en capitulos anteriores, el efecto de algunos virus en el cultivo de la
vid tiene importantes implicancias economicas. Lamentablemente, el control de las enfermedades
virales no es facil, ya que no existe un control quimico. Por ello, las estrategias de manejo se basan en
la prevencion, mediante actividades como el establecimiento de vifiedos con plantas libres de virus y
estrategias culturales en el manejo del cultivo.

La prevencion de la diseminacion de estas enfermedades debe comenzar en los viveros, donde ocurre
la produccidon masiva de plantas, que utiliza como base una planta madre desde la cual se obtiene el
material de propagacion. La ausencia de virus en las plantas madres es esencial para obtener un me-
jor prendimiento de los injertos y desarrollo de las nuevas plantas. La calidad sanitaria de las plantas
madres constituye un punto crucial en la produccion, ya que posteriormente repercutira en el vinedo
establecido, determinando el comportamiento productivo de éste y su vida Qtil.

7.1. Control de enfermedades causadas por virus

La mantencion de plantas madres libres de virus es un trabajo arduo, que requiere constancia y una
constante vigilancia para prevenir la aparicion de vectores de virus que puedan infectarlas. Es por
esto que el control quimico de los vectores, asi como el constante monitoreo mediante analisis vi-
rologicos realizados en laboratorio, son vitales para conservar la condicion de libre de virus de estas
plantas. Por estas razones, el sistema de mantencion de plantas madres libres de virus se vuelve
costoso, pues ademas requiere personal especializado o de dedicacion exclusiva al funcionamiento
optimo del sistema.

En teoria, cada centro de produccion de plantas o vivero podria definir sus parametros de calidad res-
pecto de qué enfermedades controlar, sin embargo, esto no permitiria tener una mirada sanitaria global,
que es lo que realmente se requiere para robustecer la industria de la produccion de plantas y frutas.
Por ello, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) tiene disponibles normativas para el control de enfer-
medades causadas por virus en la vid, como es un sistema de certificacion (Resolucion 7.605 de 2013)
que permite asegurar la calidad sanitaria de las plantas producidas, con un listado de los siguientes
virus: Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll associated virus-1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll
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associated virus-2 (GLRaV-2), Grapevine leafroll associated virus-3 (GLRVaV-3), Grapevine virus A (GVA)
y Grapevine virus B (GVB). La suscripcion de un vivero al sistema de certificacion es voluntaria. Consi-
derando que hay ciertas infecciones virales que causan grave impacto en el rubro, el SAG también ha
generado otra normativa para el control de ellas, denominada Plagas No Cuarentenarias Reglamentadas
(PNCR). Existen dos diferencias sustanciales entre la certificacion y la PNCR, y es que esta ltima es
obligatoria y solo considera dos virus GFLV y GLRaV-3. Los detalles de la norma estan establecidos en
la Resolucion del SAG N° 4.145 del ano 2021.

7.2. Tecnicas de laboratorio para saneamiento

Los virus estan ampliamente distribuidos en el cultivo de la vid, dificultando el poder encontrar material
sano para establecer un plantel de plantas libre de virus. La biotecnologia dispone de herramientas
que permiten sanear el material vegetal infectado. El proceso de saneamiento es muy (til para generar
material élite, sin embargo, no es practico utilizarlo masivamente, ya que es lento y costoso. Esta me-
todologia es aplicada en muchos paises y en diversos cultivos, en centros de saneamiento de renombre
como el National Clean Plant Network (NCPN) en Estados Unidos, cuyo objetivo es proteger a los cultivos
econdmicamente importantes frente a la propagacion de plagas y enfermedades, y el Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en la ciudad de Cordoba, Argentina, que se ha especializado en el
saneamiento del ajo, cultivo de importancia economica en dicho pais.

Existen diversas metodologias, que combinadas o por si solas, permiten lograr el saneamiento de
un individuo. La eleccion de la mejor técnica dependera del tipo de virus, la especie vegetal, los
recursos disponibles y la experiencia del personal, siendo las técnicas basadas en el cultivo in
vitro las mas efectivas (Smith et al,, 2017). Un enfoque integral que combine diferentes técnicas
puede ser la mejor estrategia para lograr el saneamiento exitoso de las plantas. A continuacion,
se mencionan aquellas metodologias conocidas mas ampliamente y que estan disponibles para su
utilizacion en laboratorios.

7.2.1. Termoterapia

La termoterapia es la técnica mas antigua que ha sido utilizada para la eliminacion de virus (Var-
veri et al,, 2015). Se basa en la exposicion de las plantas a temperaturas elevadas (entre 37 °Cy
42 ©C) durante un periodo determinado que le permite a la planta sobrevivir y al mismo tiempo
inactivar las particulas virales presentes (Wang et al,, 2018). Este es un balance muy delicado que
se debe evaluar correctamente, puesto que las altas temperaturas causan un gran estrés en las
plantas, el cual se intensifica a medida que la duracion del tratamiento aumenta (Wahid et al,
2007), disminuyendo las tasas de sobrevivencia de los explantes. Una forma de amortiguar el dafo
producido por la repentina alza de temperatura, es pre-acondicionando las plantas a tratar, es de-
cir, ir aumentando paulatinamente la temperatura a la que estan expuestas, permitiendo que se
adapten a las condiciones térmicas. Esta metodologia se aplico inicialmente a plantas adultas de
duraznero mantenidas en macetas, siendo Kundel quien la utilizoé por primera vez en el afio 1936
(Kunkel, 1936). Sin embargo, en la actualidad el pre-acondicionamiento se utiliza mayormente
en condiciones in vitro, lo que permite aumentar el namero de individuos en un espacio reducido.

Para vides, la efectividad del tratamiento depende tanto del cultivar de vid a sanear como del tipo de

virus a erradicar (Maliogka et al,, 2009). Por ejemplo, Panattoniy Triolo (2010) mostraron que GFLV fue
el mas sencillo de eliminar, mientras que GFkV fue completamente insensible a la termoterapia.
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Los mecanismos por los cuales la termoterapia es efectiva en mejorar la erradicacion de virus no se
conocen en detalle aln. Se cree que ocurririan rupturas de los puentes de hidrogeno y disulfuro de la
proteina de la capside viral, como también de las uniones covalentes de los acidos nucleicos (Panattoni
et al, 2013). Ademas podria afectar el movimiento de las particulas virales hacia el meristema, asi
como las altas temperaturas promoverian la respuesta de silenciamiento de ARN inducido por virus
(Liu et al., 2016).

La termoterapia es una técnica relativamente simple y econdmica, pero por si sola no es muy eficazy
puede dafar las plantas si no se aplica correctamente. Sin embargo, ofrece muy buenos resultados al
ser combinada con otras estrategias de saneamiento.

7.2.2. Cultivo de meristemos

Es una de las técnicas mas utilizadas que se basa en el hecho de que gran parte de los virus no pueden
entrar en el meristema de una planta (Mochizuki y Ohki, 2015), debido a que los tejidos vasculares
diferenciados se encuentran alejados de los meristemas y los elementos vasculares de los primordios
foliares son incipientes. Por esta razon, esta técnica por sisola es muy efectiva en virus restringidos a
tejidos vasculares, dado que éstos rara vez se encuentran en tejidos indiferenciados ya que para llegar
a la zona meristematica sélo lo pueden hacer moviéndose lentamente célula a célula (Grout, 1999).

El meristema (0,2 - 0,4 mm) debe ser extirpado en condiciones estériles y colocado en un medio de
cultivo adecuado para condiciones in vitro, para finalmente regenerar una planta libre de virus. Un
punto critico de este método es el tamafo del meristema extraido, ya que mientras mas pequeno es el
trozo extirpado mayores son las probabilidades de encontrarse con tejido libre de virus, sin embargo,
al mismo tiempo, mientras mayor es el tamafo mayor es la posibilidad de que el explante sobrevivay
genere una nueva planta en menor tiempo (Faccioli, 2001).

El cultivo de meristemos es una técnica muy efectiva, pero que requiere de personal altamente califi-
cado y laboratorios especializados.

7.2.3. Cultivo de apices caulinares

El cultivo de apices meristematicos consiste en la regeneracion de una planta a partir de un explante,
el cualiincluye el meristemo y uno a tres pares de primordios foliares. La presencia de estos primordios
aumenta la tasa supervivencia de estos apices en comparacion a la de un meristemo. No obstante, la
eficiencia en la generacion de plantas libres de virus es menor que cuando se cultiva sélo el meristemo.

7.2.4. Quimioterapia

Esta técnica implica el uso de agentes quimicos en el medio de cultivo de plantulas con el fin de in-
hibir la replicacion de virus. El antiviral mas comtinmente usado es ribavirina, un analogo sintético de
guanosina, con una actividad de amplio espectro contra virus de ARN y ADN (Leyssen et al,, 2005). En
general las plantulas se colocan en un medio de cultivo que contenga el antiviral por al menos 30 dias,
para después recuperarse en un medio de cultivo sin este agente.

La principal desventaja de la quimioterapia es el efecto fitotoxico que se produce en las plantas in vitro,

el cual se refleja en la baja en las tasas de regeneracion y sobrevivencia, la inhibicion de la brotacion,
la hiperhidricidad, necrosis, clorosis y enanismo (Magyar-Tabori et al.,, 2021).
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7.2.5. Crioterapia

La crioterapia consiste en exponer los apices caulinares a nitrogeno liquido (-196 °C) durante un periodo
de tiempo corto, luego descongelarlas y regenerar el tejido. Es una aproximacion diferente al cultivo de
meristemas, en donde en vez de extirpar el meristemo se utilizan temperaturas de congelacion para
matar células distintas a las meristematicas. Esto ocurre debido a que las células del meristemo son
mas pequenas, altamente citoplasmaticas, con pocas vacuolas y menos agua en comparacion con otras
células, lo cual les permite sobrevivir a temperaturas ultra bajas, mientras que las células diferenciadas
y vacuoladas son eliminadas por la formacion de cristales de hielo (Wang et al., 2022).

Previo a la exposicion al nitrogeno liquido, el tejido vegetal debe ser pre-acondicionado, eliminando
parte del agua intracelular; esto puede ser logrado mediante vitrificacion (Matsumoto y Sakai, 2000),
encapsulacion-vitrificacion (Benelli et al,, 2003), encapsulacion-deshidratacion (AlMousa y Hassan,
2021) o vitrificacion de gotas (Pathirana et al, 2015). Después de la exposicion al nitrogeno liquido, el
material vegetal se recupera mediante cultivo in vitro, cuyas condiciones deben ser optimas para una
buena regeneracion de las plantulas.

En general, es una técnica mas dificil que requiere de personal e instalaciones especializadas, pero tiene
la ventaja de que se descarta el factor del tamafo del explante, pues independiente de su tamaiio, sélo
sobreviven las células meristematicas al congelamiento, eliminando automaticamente las posibles
células infectadas con virus.

7.2.6. Electroterapia

Esta técnica, relativamente rapida y simple, consiste en la aplicacion de una corriente eléctrica continua
al tejido vegetal, previo a su establecimiento in vitro. La intensidad de la corriente puede variar entre
5 a 100 miliamperes (mA) durante unos 5 a 20 min (Adil et al., 2022). La corriente eléctrica produciria
la disrupcion o degradacion de las nucleoproteinas virales y la eliminacion de su actividad virulenta
(Gonzalez et al., 2006).

7.2.7. Embriogénesis somatica

Con esta técnica los ovarios o anteras son inducidas a la produccion de callos, para luego ser inducidos
a formar embriones, los que son cultivados para regenerar una plantula. Es una técnica complejay lenta,
con un alto riesgo de variacion somaclonal (Golino et al,, 2017).

7.3. Eficiencia del proceso de saneamiento de virus en
plantas de vid

De acuerdo a la experiencia del Laboratorio de Virologia de INIA La Platina, hay cuatro importantes
factores que estan involucrados en el éxito y eficiencia del proceso de saneamiento: tipo de virus,
genotipo del hospedero, tamafo del explante y técnica utilizada. Por lo tanto, cada especie vegetal, y
muchas veces cada variedad, requiere de la estandarizacion de un protocolo de saneamiento diferente.
Al disefar un protocolo se debe tener en cuenta la eficiencia del proceso, considerando la capacidad
para el saneamiento de todos los virus, la dificultad de eliminacion de cada uno, el tiempo que requiere
cada técnica y los porcentajes de sobrevivencia de los explantes en cada etapa del proceso.
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En este capitulo se han descrito siete metodologias que pueden ser utilizadas para el saneamiento de
plantas infectadas con virus, cada una de ellas con diferentes niveles de éxito, dificultades de aplicacion
y riesgos de mutaciones somaclonales. Cada laboratorio o centro de saneamiento utiliza la metodologia
que mas se adecua a sus capacidades, teniendo en coman que la clave del éxito esta en la combinacion
de técnicas. Por supuesto, esta combinacion debe resultar en un proceso eficiente, es decir, generar
individuos libres de virus al menor costo y tiempo posible.

En base a esta premisa, el Laboratorio de Virologia de INIA La Platina ha generado un protocolo (Figura
7.1), el cual combina el cultivo de meristemos, termoterapia y cultivo de apices caulinares.

La termoterapia, por sisola, es la metodologia menos eficiente para generar plantas libres de virus, no
obstante, sireduce considerablemente el titulo viral en los brotes correspondientes al crecimiento que
se genera durante la terapia de calor, por lo tanto, se transforma en una muy buena alternativa cuando
se combina con el cultivo de meristemos. La literatura reporta que la termoterapia mantenida durante
siete semanas a 40 °C durante el dia y 30 °C durante la noche, elimind a GFLV entre 70 % a 90 % de
las plantas tratadas, dependiendo del cultivar, mientras que el cultivo de meristemos elimin6 el mismo
virus en el 80 % de las plantas tratadas. No obstante, el resultado mas eficiente se consiguio al combinar
ambas terapias, obteniendo un 100 % de plantas libres de GFLV (Salami et al, 2009).

Golino et al. (2017), consideran que meristemos acompafnados de tres primordios foliares, es decir,
apices caulinares que son explantes de entre 0,4 a 0,5 mm, es un método eficiente, pues los explantes
se regeneran rapido, pero destaca la dificultad de eliminar GRSPaV.

De acuerdo a la experiencia del laboratorio de virologia, los virus mas prevalentes en las plantas de
vid a sanear son: GFLV, GLRaV-1, GVA y GRSPaV. El saneamiento de las tres primeras especies virales
se logra con una eficiencia del 53 % al combinar termoterapia y cultivo de meristemos, pero cuando
GRSPaV esta presente esta eficiencia baja a un 31 %. Con el fin de llegar a un proceso que asegure la
obtencion de plantas libres de este virus, se establecio un protocolo que involucra una segunda ter-
moterapia seguida de un cultivo de apices caulinares, lo que permite obtener plantas libres de GRSPaV
con un 40 % de eficiencia.

7.4. Descripcion de un protocolo de saneamiento para vides

El saneamiento inicia con el diagnodstico del estado sanitario del individuo que se desea liberar de
virus. Este diagnostico se realiza mediante la prueba de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
cuyos resultados normalmente indican que las plantas presentan mezclas de infecciones con distintos
virus. Cada virus tiene un diferente grado de dificultad para ser eliminado de la planta. Los individuos
infectados con algln virus causante del enrollamiento de la hoja de la vid (Grapevine leafroll associated
virus-1,2,3,4,7 y 9), con Grapevine fleck virus (GFKV), Grapevine fanleaf virus (GFLV) y Arabis mosaic virus
(ArMV) se sanearan facilmente utilizando la técnica de termoterapia seguida de cultivo de meristemo.
De esta forma se asegura la obtencion de una cantidad adecuada de plantas libres de estos virus que
satisfaga las necesidades requeridas.

Por otro lado, si el individuo esta infectado con un vitivirus (GVA o GVB) o un foveavirus (GRSPaV), el
proceso sera mas complicado y requerira de mas tiempo, especialmente para liberar el material vegetal

de GRSPaV, el cual es considerado como recalcitrante debido a la dificultad que significa eliminarlo. En
este caso, después de terminada la primera termoterapia, inmediatamente se extrae una microestaca
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Figura 7.1. Diagrama de flujo del proceso de saneamiento de plantas de vid infectadas con virus.



con una yema desde el apice de la plantula y se somete a una segunda termoterapia. El proceso de
saneamiento finaliza con un cultivo de apices caulinares. De esta forma se asegura la obtencion de al
menos una planta libre de estos virus.

A continuacion, se especifican cada uno de los pasos del protocolo de saneamiento (Figura 7.1). El detalle
del diagnostico mediante PCR se explica en el Capitulo 4.

7.4.1. Cultivo in vitro

Parainiciar el proceso de saneamiento se debe considerar el nimero de estacas a introducir a condiciones
in vitro, ya que este proceso tiene un éxito de establecimiento del 50 %. Para realizar la introduccion
de explantes procedentes de las plantas infectadas a condiciones in vitro, lo primero que se requiere
es una desinfeccion del material vegetal. Para esto, las estacas de vid se cortan en trozos de aproxi-
madamente 2 cm y se someten a una primera etapa de limpieza en que son escobillados suavemente
utilizando detergente convencional, con el fin de eliminar material en degradacion, insectos y polvo.
Luego, los trozos de estacas se colocan en un vaso precipitado con detergente en agitacion por 10 min.
Después de un enjuague con abundante agua, las estacas se sumergen en una solucion de sulfato de
cobre al 24 % (fungicida y bactericida) a una concentracion de 3 ml/L, se dejan con agitacion durante
20 min y se enjuagan con agua corriente.

Finalizada esta primera etapa de limpieza se inicia una segunda etapa de desinfeccion mas profunda,
llevada a cabo en condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo laminar. En primer lugar, las
estacas se sumergen en una solucidn de hipoclorito de sodio comercial al 20 %, preparado con agua
destilada estéril, durante 20 min con agitacion ocasional. Transcurrido este tiempo las estacas son
enjuagadas tres veces con agua destilada estéril. El exceso de agua se elimina utilizando papel absor-
bente estéril. Una vez completado este proceso, el material se encuentra listo para procesar e ingresar
a condiciones in vitro como estacas con una yema, las cuales se mantienen durante cuatro semanas
en una camara de crecimiento a una temperatura de 25 + 1 °C, bajo un fotoperiodo 16 horas de luz y
8 horas de oscuridad. Al finalizar este periodo cada estaca se habra desarrollado como una plantula in
vitro, la cual se puede multiplicar.

7.4.2. Multiplicacion

El proceso de multiplicacion, al igual que el de introduccion a condiciones in vitro, se lleva a cabo en
esterilidad utilizando una camara de flujo laminar. Cada plantula es cortada de un tamafio que considere
entre una a dos yemas, siendo cada uno de estos nuevos explantes establecidos en un medio de cultivo
lefoso (WPM) que contiene vitaminas, sacarosa 1,5 %, 6-Beciloaminopurina (6-BAP) 225 mg/L, acido
indolbutirico (IBA) 352 mg/L, agar 0,7 % y carbdn activado 0,3 g/L, renovando cada cuatro semanas. Las
condiciones de incubacion son 25 = 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

A partir de una planta in vitro desarrollada se pueden obtener en promedio cuatro clones en cada ciclo
de replicacion, con un maximo de cuatro ciclos, para evitar mutaciones somaclonales. Considerando el

maximo de ciclos, este proceso se repite hasta tener alrededor de 50 individuos, los que representan
un nimero adecuado para ingresar a termoterapia (Figura 7.2).

7.4.3. Termoterapia

Las plantulas infectadas que fueron introducidas a condiciones in vitro y luego multiplicadas, son
cortadas a una altura aproximada de 2 cm, dejando una yema y dos hojas desarrolladas.
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Clones obtenidos de una plantula in vitro  Establecimiento de clones

Figura 7.2. Esquema de multiplicacion de plantas in vitro.

Los explantes obtenidos del corte se siembran en un medio fresco idéntico al utilizado en la etapa
de multiplicacion. Con la ayuda de una pipeta Pasteur se colocan 3 ml de agua estéril sobre el medio
de cultivo, manteniendo la precaucion de no mojar las hojas del explante. Posteriormente se marca
el frasco de cultivo con la altura maxima del explante, con el fin de conocer con exactitud cual es el
tejido que corresponde al crecimiento ocurrido durante la termoterapia. Las plantulas se incuban en
una camara de crecimiento durante dos meses a 37 °C, 70 % de humedad y con un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad. Durante este periodo se debe mantener el volumen de 3 ml de
agua estéril sobre el medio de cultivo, por lo tanto, periodicamente se revisa cada frasco y se rellena
hasta el mismo volumen en el caso que haya disminuido.

Al finalizar la termoterapia, la plantula en saneamiento toma dos caminos diferentes dependiendo de
la infeccidn inicial que se haya detectado mediante PCR (Figura 7.1):

¢ Silosvirus presentes son alguno de los causantes de las siguientes enfermedades: enrollamiento de
la hoja de la vid (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3), jaspeado de la vid (GFKV) o degeneracion infecciosa
de la vid (GFLV 6 ArMV), se realiza un cultivo de meristemos desde el tejido nuevo crecido durante
la termoterapia. Al regenerar el meristemo se espera obtener a lo menos una planta libre de estos
virus (Figura 7.1y 7.3).

¢ Sien la infeccion inicial estaba presente GRSPaV, GVA o GVB, el camino que toma el explante es
diferente (Figura 7.1). Desde el tejido nuevo crecido durante la termoterapia, se corta una estaca
apical de aproximadamente 2 cm que contiene una yema. Esta estaca se siembra en un medio fresco
de multiplicacion e inmediatamente se introduce por dos meses a condiciones de termoterapia,
pero esta vez a 35 °C. Transcurrido este tiempo, a partir de la Gltima yema apical, se debe extraer
el apice caulinar, el cual corresponde a un meristemo con sus 4 primordios foliares. Este tejido es
cultivado en un medio MS con vitaminas 4,4 g/L, sacarosa 3 %, 6-BAP 1 mg/L, con un fotoperiodo
de 16 horas luz, 8 horas oscuridad y temperatura de 25 °C (Figura 7.4).
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Figura 7.3. Esquema que representa el proceso de termoterapia, el que se inicia con una plantula in vitro in-
fectada y finaliza con un analisis virolégico.

Plantula Corte en punto Hidratacion Incubaciona 37 °C  Extraccion de apice
infectada de crecimiento
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apice caulinar Apice caulinar  plantula regenerada (PCR)

Figura 7.4. Esquema que representa el proceso de dos termoterapias consecutivas, el que inicia con una
plantula in vitro infectada y finaliza con un analisis virolégico.
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7.4.4. Cultivo de meristemo y de apices caulinares

La extraccion del meristemo o de un apice caulinar, que corresponde al domo meristematico con un par
de primordios foliares, requiere de la experticia por parte del operador. Desde la yema apical de una
plantula que paso por el proceso de una o dos termoterapias, se procede a eliminar cuidadosamente
las primeras capas de hojas que protegen al meristemo, lo cual se realiza con la ayuda de una lupa
estereoscopica con aumento de 50X, pinzas y bisturi estériles. Una vez extraidas las primeras capas, se
identifican los primordios foliares.

Si el cultivo sera de apices caulinares se procede a extraer un explante de entre 0,4 a 0,5 mm que contiene
el domo meristematico mas dos pares de primordios foliares. Por otro lado, si el cultivo que se realizara
sera de meristemos, se procede a eliminar cuidadosamente los primordios foliares, para no dafar el tejido
meristematico. Se extrae el domo meristematico con la ayuda del bisturi, estableciéndolo inmediatamente
en medio de cultivo compuesto por MS con vitaminas 4,4 g/L, sacarosa 3 % y 6-BAP 1 mg/L. Esta etapa
debe ser rapiday precisa para evitar la deshidratacion y pérdida de turgencia del tejido meristematico. El
cultivo se realiza en una camara de crecimiento a una temperatura de 25 # 1 °C durante 4 semanas, bajo
un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (Figura 7.5).

Yema procedente de planta
cultivada in vitro

Primordios foliares y meristemo

8

¢

Analisis virologico (PCR)  Plantula proveniente de meristemo Meristemo aislado

Figura 7.5. Esquema del proceso de cultivo de meristemo, el que inicia con una yema apical procedente
de una planta infectada y termina con un analisis virolégico. En la figura, los primordios foliares se sefialan
con la letra by el meristemo con la letra a.

Entre las cuatro a seis semanas, los meristemos o apices caulinares muestran regeneracion y una elon-
gacion de aproximadamente 2 cm, momento en que se procede a cambiarlos a un segundo medio de
cultivo con hormonas que favorecen el enraizamiento. Este medio esta compuesto por MS con vitami-
nas, sacarosa 1,5 % e IAA 1 mg/L. Los meristemos elongados se mantienen en este medio durante tres
semanas bajo las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo que en la etapa anterior. Al finalizar
este periodo, aquellos meristemos elongados que desarrollaron raiz son transferidos a un tercer medio
de cultivo, el cual favorecera el desarrollo de una plantula. Este medio esta compuesto por WPM con
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vitaminas, sacarosa 1,5 %, 6-BAP 1 mg/L, IBA 1 mg/L, agar 0,7 % y carbon activado 3 g/L. Cuando la
plantula alcanza una altura de aproximadamente 5 cm se realiza un analisis PCR y se determina su nueva
condicion sanitaria (Figura 7.5).

Las plantulas que después de pasar por este proceso aln presentan infeccion con algln virus son eli-
minadas, mientras que aquellas con la condicion “libre de virus” pasan a ser multiplicadas in vitroy
finalmente aclimatadas en invernadero.

7.4.5. Aclimatacion de plantulas

Las plantulas de vid libres de virus que alcanzan una elongacion de aproximadamente 5 cm con hojas
y raices bien desarrolladas son sometidas a un proceso que recibe el nombre de aclimatacion.

La aclimatacion se realiza en invernadero a 25 °C con el fotoperiodo natural que corresponde a la época
del ano. La vid se puede aclimatar en cualquier temporada. Para la aclimatacion se utilizan bolsas de
300 ml, que contienen un sustrato estéril conformado por turba y perlita en relacidn 2:1. El proceso
consiste en extraer las plantulas de los frascos de cultivo in vitro, lavar bien las raices para eliminar
completamente los restos de agar y establecerlas en las bolsas previamente preparadas con el sustrato
estéril. Las plantulas deben ser cubiertas inmediatamente de forma completa con un envase plastico
transparente, imitando las condiciones in vitro que las aislan del medio ambiente. Toda esta etapa debe
realizarse rapidamente para evitar la deshidratacion de las plantulas.

En estas condiciones, las plantulas se mantienen durante una semana. Cumplido este plazo, se inicia la
aclimatacion gradual de la planta a la humedad ambiental del invernadero, lo cual se logra realizando
una pequeia perforacion al envase que cubre la plantula. Esto se realiza semanalmente, de tal modo que
en un plazo de cinco semanas la planta queda totalmente descubierta. Es mantenida de esa forma en el
invernadero hasta cumplir por lo menos tres meses (Figura 7.6). Las pérdidas de plantulas en esta etapa
no sobrepasan el 10 %.

Figura 7.6. Proceso de aclimatacion de plantulas cultivadas in vitro. A: Planta in vitro con raiz desarrollada,
By C: Eliminacion de restos de medio de cultivo; D y E: Establecimiento en sustrato estéril; F: Preparacion de
contenedor plastico para cubrir plantas, el cual presenta perforaciones para intercambio de atmosfera que
seran liberadas durante el proceso de aclimatacion; G: Planta en proceso de aclimatacion; H: Planta aclimatada.
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Una vez que las plantas estan aclimatadas se trasladan a un repositorio de plantas madres libres de
virus, el cual corresponde a un invernadero que debe cumplir con las siguientes caracteristicas: malla
antiafidos, doble puerta y aislamiento de las macetas con el suelo. En el repositorio se debe tener un
control de vectores de virus y un monitoreo anual a cada planta mediante analisis de PCR, para corro-
borar su condicion libre de virus. (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Repositorio de plantas madres libres de virus.
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Viroides y fitoplasmas (Virus-like)
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Este libro se ha centrado en diversos aspectos relacionados con los virus que afectan el cultivo de
la vid en Chile y que son responsables de las principales enfermedades a nivel mundial. Se abordan
temas como su taxonomia, caracterizacion, vectores, métodos de deteccion y control. Sin embargo,
los autores consideran pertinente incluir un altimo capitulo dedicado a otros fitopatdgenos, como vi-
roides y fitoplasmas que, aunque no son virus, suelen ser estudiados por virologos y se conocen como
“organismos similares a virus” (virus-like organisms). En este capitulo se presentaran los aspectos mas
relevantes de estos fitopatdgenos, junto con algunos resultados sobre su presencia en Chile.

8.1. Viroides

Los viroides son agentes infecciosos subvirales compuestos exclusivamente por una molécula circular
de acido ribonucleico (ARN) de simple hebra (246 a 434 nucle6tidos) (Navarro et al, 2021) que no po-
see marcos de lectura abiertos funcionales, por lo que no codifican proteinas. A diferencia de los virus,
los viroides carecen de una capside proteica (Figura 8.1).

CCR

Figura 8.1. Comparacion esquematica de un virus versus un viroide. A: Esquema general
de un virus con su material genético (verde) recubierto de una capside de proteina (rosa).
B: Esquema general de un viroide de la familia Pospiviroidae, que consta del ARN circular
en forma de varilla con una region conservada central (CCR).
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Se reconocen dos familias de viroides: Pospiviroidae y Avsunviroidae, la cuales se diferencian entre si
por sus caracteristicas moleculares.

Los Pospiviroidae poseen genomas de ARN circular de cadena simple, que adoptan una conforma-
cion en forma de varilla o cuasi-varilla, con una region central conservada involucrada en la repli-
cacion. Ademas los miembros de esta familia carecen de las ribozimas (Di Serio et al,, 2021).

Por otro lado, los Avsunviroidae presentan ARN circular que puede adoptar una conformacion en forma
de varilla o ramificada y presentan actividad de auto-escinsion mediada por ribozimas, también se
diferencian en que carecen de region central conservada y se replican y acumulan en los cloroplastos
(Di Serio et al., 2018).

El contenido de las bases nitrogenadas Citosina y Guanidina (C+G) en los viroides es particularmente
alto, entre 53 % a 60 %, sin embargo, existen algunas excepciones como es el caso del viroide Avocado
Sunblotch cuyo contenido sélo llega al 36 %.

Hasta la fecha, se han identificado 68 especies de viroides, agrupadas en ocho géneros. En el cultivo

de la vid se han descrito cinco especies que la afectan, pertenecientes a tres géneros distintos de la
familia Pospiviroidae (Cuadro 8.1).

Cuadro 8.1. Clasificacion taxonomica de los viroides que afectan el cultivo de la vid.

Familia Género Especie Nombre Sigla

Apscaviroid alphaflavivitis Grapevine yellow speckle viroid 1 GYSVd-1

Apscaviroid Apscaviroid betaflavivitis Grapevine yellow speckle viroid 2 GYSvd-2
Pospiviroidae Apscaviroid austravitis Australian grapevine viroid AGVd

Hostuviroid Hostuviroid impedihumuli Hop stunt viroid HSvd

Pospiviroid Pospiviroid exocortiscitri Citrus exocortis viroid CEvd

Los viroides en vides no manifiestan sintomas evidentes, a excepcion de Grapevine yellow speckle
viroid 1 y Grapevine yellow speckle viroid 2 (Figuras 8.2 y 8.3), los que causan un fino moteado alre-
dedor de las venas principales de la hoja. Ademas, estas dos especies actlan en sinergia con el virus
GFLV potenciando los sintomas del sindrome Vein banding disease (BVD) (Seccion 3.1.1) (Figura 8.4).
Es importante destacar que la transmision de los viroides desde una planta a otra ocurre mediante
herramientas de poda e injertos.
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Figura 8.2. Hoja de vid proveniente de una planta infectada con GYSVd-1 y GYSVd-2. Se puede observar un fino
moteado en torno a las venas principales.
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Figura 8.3. Hoja de vid proveniente de una planta infectada con GYSVd-2. Se puede observar un moteado que causa
amarillamiento en torno a las venas principales y que se expande hacia la lamina de la hoja.
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Figura 8.4. Hoja de vid proveniente de una planta infectada con GFLV, GYSVd-1 y GYSVd-2. Se puede observar
amarillamiento en torno a las venas principales y que se expande hacia la lamina de la hoja.
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8.1.1. Viroides que afectan el cultivo de la vid en Chile

En Chile, se han descrito cuatro de las cinco especies de viroides asociadas al cultivo de la vid: HSVd, AGVd,
GYSVd-1 y GYSVd-2. Trabajos realizados por el Laboratorio de Virologia de INIA La Platina (Madariaga
et al, 2015), en donde se analizaron mediante PCR utilizando partidores especificos (Cuadro 8.2), 139
muestras provenientes de 37 variedades diferentes colectadas en la Regidon Metropolitana, permitie-
ron estimar la prevalencia de estas especies de viroides. Los resultados indicaron que el 29,7 % de las
variedades analizadas no present6 infeccion por viroides, un 35.1 % presentd infeccion simple, es decir,
con s6lo una especie de viroide. Las infecciones maltiples que correspondieron a mezclas de dos, tres 'y
hasta cuatro especies de viroides en una planta fue de 21,6 %, 8,1 %y 5,4 %, respectivamente. El viroide
mas prevalente en las variedades fue HSVd (70,3 %). En segundo lugar de prevalencia se determind a
GYSVd-2 (32,4 %), mientras que CEVd no fue identificado en ninguna variedad (Cuadro 8.3).

Cuadro 8.2. Partidores utilizados para la identificacion de viroides.

Tipo de Nombre del Referencia

patogeno Nombre partidor Secuencia 5’a 3’ bibliografica
Hop stunt viroid HSVd-20F GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG Astruc, N. et al.

HSVd-19R CCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC (1996)

Australian AGVd-mF GTCCTCAGGAGAGCACCGG Hajizadeh, M. et al.
grapevine viroid AGVd-mR GAAAACTGGTTGGGACCGCTG (2012)
Grapevine yellow GYSVs-1-mF CAAAGCCCTTTTTCTTTCAACTGAG Hajizadeh, M. et al.

Viroide speckle viroid 1 GYSVd-1-mR1  CCCAGAGCAGCGTGGTCC (2012)
Grapevine yellows  GYSVd-2-P1 ACTAGTACTTTCTTCTATCTCCGAAGC Hajizadeh, M. et al.
speckle viroid 2 GYSvd-2-P2 ACTAGTCCGAGGACCTTTTCTAGCGCTC (2012)
Citrus CEVd-mF GTGTCCTTCCTTTCGCTGCTG Hajizadeh, M. et al.
exocortis viroid CEVd-mR TGGCCCGGAGAACAGTGAAG (2012)

Virus Grapevine FLmulF ATGCTGGATATCGTGACCCTGT Gambino, G. (2015)
fanleaf virus FLmulR GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG

Cuadro 8.3. Presencia de viroides en las 37 variedades de vid analizadas. Con un signo “+" se representa
la presencia del viroide y con un signo “—"su ausencia.

Variedad

HSVd

AGvd GYSvd-1

GYSvd-2

Autumn Seedless

Beauty Seedless

Big Red

Black Seedless

Blush Seedless

Calmeria

o I I R

Cardinal

Carmenere

+

Centinal Seedless

Chardonnay
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Continuacion Cuadro 8.3.

Variedad HSVd AGVd GYSvd-1 GYSVd-2

Crimson Seedless

Csaba Gyongye

Emperor

+l+ |+ |+

Exotica

Frankenthaler

[lusion - - - -

Italia Pirovano + - - -

July Muscat - - - -

Koutiaksky belyi - - - -
Kyoho + - - +

Maravilla de Malaga - - - -
Merlot + - + _

Monukka - - - -

Patagonia + - - -

Perlette - - - -

Perlon + - - +

Pinot Noir + - + +

Portugais Bleu - - - -

Queen + - - -
Red Globe
Retagliado Bianco

+
|
|
|

Ruby Cabernet

Ruby Seedless

San Francisco

Superior Seedless
Verdot
Zinfandel

|+ |+ ||+ +

Al analizar los resultados de las 139 muestras, independientemente de la variedad a la que perte-
necen, se determind una prevalencia general de infeccion del 59,7 %. Dentro del total de muestras
infectadas, el viroide mas prevalente fue HSVd con un 61,2 %, en concordancia con la literatura, que
reporta suamplia distribucion en diversas regiones viticolas del mundo. Por otro lado, el viroide menos
prevalente fue GYSVd-1, con un 4,3 % (Figura 8.5).

Estos resultados son consistentes con los reportados por Zamorano et al. (2015), quienes determina-
ron las mismas cuatro especies de viroides con prevalencias de 91 % para HSVd, 20 % para GYSVd-1,
10,9 % para GYSVd-2y 9,1 % para AGVd.

Las 139 muestras también fueron analizadas para identificar el virus GFLV mediante PCR, siguiendo los
pasos descritos en la seccion 4.3.1, utilizando el mismo ARN para los analisis de viroides y los partidores
indicados en el Cuadro 8.2. Esto se realizd con la finalidad de determinar la presencia del sindrome Vein
banding disease (BVD) que es causado por el sinergismo entre GFLV y GYSVd-1 o GYSVd-2 (Figura 8.4). Los
resultados indicaron la presencia de GFLV en un 22,1 % del total de las muestras analizadas y se encontrd
coexistiendo con los viroides GYSVd-1 o con GYSVd-2 en un 10,8 % de las muestras analizadas.
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Figura 8.5. Porcentaje de infeccion de viroides en 139 plantas de vid
analizadas.

Al corroborar la identidad de cada viroide determinado, mediante la secuenciacion de los fragmentos
amplificados y la comparacion con otras secuencias publicadas en la base de datos NCBI (National
Center for Biotechnology Information), utilizando la herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool) disponible en NCBI, se pudo observar que el mayor porcentaje de identidad de cada fragmento
secuenciado fue justamente con las secuencias de la especie de viroide que se esperaba.

8.2. Fitoplasmas

Los fitoplasmas son procariontes fitopatdgenos que tienen un comportamiento de parasitos obli-
gados y cuya primera visualizacion ocurrid en 1967 (Doi et al, 1967). Los fitoplasmas estan
restringidos al floema de las plantas obstruyendo los tubos cribosos, por lo tanto, los productos
de la fotosintesis no pueden distribuirse correctamente, esto repercute en un desbalance de
metabolitos en la planta que se manifiesta en sintomas tales como: deformaciones, amarilleces,
disminucion en la produccion de fruta y hasta pueden causar la muerte del individuo afectado.
Debido a esto son considerados causantes de un gran impacto econémico negativo en la agri-
cultura. Entre todos los fitoplasmas que afectan la vid a nivel mundial, la enfermedad conocida
como Flavescencia dorada (FD) es considerada la mas devastadora. El agente causal de esta en-
fermedad es ‘Candidatus Phytoplasma vitis’. Este fitoplama se disemina mediante el cicadélido
Scaphoideus titanus Ball que actGa como vector. Afortunadamene, este fitoplasma ni el insecto
vector han sido determinados en Chile.

Los fitoplasmas se caracterizan morfolégicamente por tener una estructura pleomoérfica con una do-
ble membrana, la cual es facilmente observable bajo microscopia electrénica (Figura 8.6), son carentes
de paredes celulares y su tamafo varia entre 200 a 800 nm de diametro. Estos patdogenos se multipli-
can mediante reproduccion asexual, como la fisidn binaria, proceso en donde la célula madre se divide
en dos células hijas de igual tamano; como también por gemacion o division de células filamentosas
en células mas pequenas.

Entre sus caracteristicas moleculares se puede mencionar que el genoma varia de 530 a 1350 kb y

tiene un contenido de Citosina y Guanidina (C+G) no mayor al 30 %. Mediante diferentes herramientas
moleculares se ha logrado conocer el genoma completo de 27 fitoplasmas. Estos trabajos han permi-
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Figura 8.6. Imagen mediante microscopia electronica de fitoplasmas en células del floema de peciolos de hojas
de plantas de vides mostrando sintomas de amarillez. A: Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor
mostrando cuerpos ovoidales y elongados. Barra 1000 nm. B: Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor
en proceso de desintegracion producto de la presencia de fitoplasmas. Barra 500 nm. C: Numerosos cuerpos ovoi-
dales presentes en el citoplasma. Barra 200 nm. D: Detalle de fitoplasma encontrado en el citoplasma de tejido
conductor. Barra 80 nm. PC= pared celular; F= fitoplasma (Fuente: Herrera y Madariaga 2003).

tido conocer poco a poco algunas caracteristicas, por ejemplo, que los fitoplasmas han perdido genes
implicados en vias metabolicas importantes, haciéndolos dependientes de su hospedero e imposibili-
tando su cultivo fuera de éste.

La forma de diseminacion de los fitoplasmas en general, es mediante injerto, sin embargo, tam-
bién existen vectores que se encargan de moverlos de una planta a otra. Estos vectores son in-
sectos pertenecientes a las familias Cicadellidae y Cixiidae, que realizan la transmision mediante
la modalidad persistente propagativa, es decir, el vector adquiere el fitoplasma al alimentarse de
una planta infectada, el cual ingresa al aparato circulatorio del insecto hasta alcanzar las glan-
dulas salivales, desde donde ingresara a un nuevo hospedero cuando el insecto se alimente. EL
insecto, una que vez ha adquirido el fitoplasma, permanecera infectado y transmitira el patdogeno
por el resto de su vida.

Los sintomas tipicos causados por fitoplasmas en distintas especies vegetales son amarillamientos,

escobas de brujas, filodia, virescencia, enanismo, entre otros (Figuras 8.7 y 8.8). Los sintomas normal-
mente inician en un sector de la planta y luego se va distribuyendo hacia la totalidad del hospedero.
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Figura 8.8. Sintoma de enrollamiento de hojas en cerezo causado por fitoplasma.
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El control de este fitopatdogeno se basa en aplicaciones de tetraciclina, no obstante, la inviabilidad
econdmica de tratar los arboles con este antibiotico hace que las plantas infectadas con fitoplasmas
queden sin tratamiento, siendo el arranque de ellas la Unica solucidon junto con el control quimico de
los insectos vectores.

8.2.1. Clasificacion taxonomica y diagnostico

La clasificacion oficial de los fitoplasmas esta bajo la tutela del International Committee on Systema-
tic Bacteriology (ICSB) Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes, quienes han clasificado a estos
patogenos dentro de la clase Mollicutes y el género “Candidatus phytoplasma”.

Cuando los fitoplasmas fueron visualizados por primera vez, se observo que su estructura era muy
similar a la de los micoplasmas que afectan a humanos y animales (Doi et al., 1967). Por esta razon,
inicialmente se les denomind Organismos Similares a Micoplasmas (MLO, por sus siglas en inglés
Mycoplasma-like Organism). Sin embargo, en 1993, al secuenciar el gen 16S rRNA de un MLO, se des-
cubrid que su secuencia era significativamente diferente a la de los micoplasmas. A partir de entonces,
los MLO comenzaron a ser designados con el nombre de fitoplasmas.

Los primeros parametros utilizados para la clasificacion de los fitoplasmas se basaron en la sintoma-
tologia, hospederos e insectos vectores. Mas tarde, con la disponibilidad de herramientas moleculares
como la secuenciacion genética, se pudo identificar hasta el taxon especie. La identificacion completa
de los fitoplasmas incluye, ademas de la especie, el grupo e incluso subgrupos, los cuales se obtienen
desde secuencias del gen 16S rRNA y el analisis de Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Res-
triccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) realizado en dichas secuencias
con 17 enzimas de restriccion (Alul, BamH1, Bfal, BstUI, Dral, EcoRl, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl,
Sau3Al, Msel, Rsal, Sspl, Tagl).

Por lo tanto, el procedimiento para identificar y clasificar los fitoplasmas considera tres pasos: PCR
simple o anidado utilizando partidores universales (Cuadro 8.4) que amplifican un fragmento del
gen 16 rRNA, secuenciacion del fragmento amplificado y, finalmente, un analisis de RFLP de la se-
cuencia obtenida. Este Gltimo analisis se puede realizar in silico, utilizando la herramienta de libre
disposicion iPhyClassifier (https://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.
cgi) (Zhao et al., 2009).

Cuadro 8.4. Partidores universales utilizados para la identificacion de fitoplasmas.

Nombre del Tamaiio del fragmento

partidor Secuencia 5’ a 3’ amplificado Referencia

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Deng y Hiruki (1991);

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT 17 kb Schneider et al,, (1995)
R16mF2 CATGCAAGTCGAACGGA Gunderseny Lee (1996);
R16mR1 CTTAACCCCAATCATCGAC 14 kb Lee et al, (1993)

R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Gundersen and Lee (1996);
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 1.2 kb Lee et al, (1993)
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Los fitoplasmas se encuentran distribuidos en forma desigual en la planta, por lo cual es recomendable
tomar muestras en las zonas con sintomatologia como: virescencia, filodia, escoba de bruja, alteracio-
nes del color de las hojas, tamafio reducido de hojas y frutos, necrosis del floema, decaimiento general
y retraso del crecimiento, entre otros (Davis y Sinclair, 1998). Ademas, dado que este fitopatdgeno se
encuentra en el floema, es conveniente para la extraccion de ADN utilizar peciolos, nervaduras medias
de las hojas, tallos o la corteza interna.

8.2.2. Fitoplasmas que afectan el cultivo de la vid en Chile

En Chile, los primeros reportes de evidencias de fitoplasmas en la vid datan del afio 2003 (Herrera y
Madariaga, 2003). Actualmente se han detectado fitoplasmas causantes de la enfermedad amarilla-
miento de la vid (Gajardo et al.,, 2009; Fiore et al., 2015; Quiroga et al., 2020), los cuales se encuentran
bajo seis subgrupos ribosomales indicados en el Cuadro 8.5.

Respecto de la sintomatologia que causan estos patdgenos en la vid, no son muy diferentes a lo descri-
to anteriormente, donde las plantas infectadas manifiestan cambios de color en la lamina de la hoja;
en el caso de las variedades de uva blancas muestran un amarillamiento brillante (dorado), mientras
que las variedades tintas tornan sus hojas a un color rojo oscuro (Figura 8.9). También se puede obser-
var el enrollamiento de las hojas hacia el envés (Figura 8.10), deshidratacion de bayas, falta de vigor
en la planta, lignificacion parcial de los sarmientos, entre otras.

Cuadro 8.5. Clasificacion de los fitoplasmas identificados en la vid en Chile.

Nombre Subgrupo ribosomal Referencia bibliografica
Candidatus Phytoplasma asteris 165r1-8 Gajardo et al, (2009)
16Srl-C, Gajardo et al., (2009)
Candidatus Phytoplasma. fraxini 16SrVII-A Gajardo et al., (2009)
Candidatus Phytoplasma pruni-related 16sRIII-J Fiore et al., (2015)
Candidatus Phytoplasma ulmi 16SrV-A Fiore et al, (2015)
Candidatus Phytoplasma solani 16SrXII-A Gajardo et al,, (2009)

Figura 8.9. Planta de vid variedad tinta infectada con fitoplasma. Se puede observar el cambio de color de las hojas
de la ramilla afectada y el enrollamiento de ellas.
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Figura 8.10. Planta de vid infectada con fitoplasmas. Se puede observar el enrollamiento hacia el envés de las hojas.
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Glosario

e Acidos nucleicos: moléculas organicas complejas (ADN y ARN) que almacenan y expresan la infor-
macion genomica de células o virus.

* Agentes infecciosos subvirales: entidades patdogenas mas simples que los virus, es decir, carecen
de propiedades fundamentales de los virus, pero que pueden causar una enfermedad.

e Amplicom: segmento de ADN que ha sido amplificado mediante PCR.

¢ Anticuerpo monoclonal: molécula proteica idéntica producida por un solo clon de células B, dise-
fAada para reconocer y unirse a un antigeno especifico.

¢ Anticuerpo policlonal: mezcla de anticuerpos producidos por diferentes clones de células B, cada
uno reconociendo un epitopo diferente del mismo antigeno.

* Antocianinas: pigmentos que se encuentran en las plantas. Son responsables de la amplia gama de
colores que van desde el rojo intenso hasta el azul profundo.

* Apantallador: llamado también “quencher”. Molécula disenada para inhibir la emision de luz de un
fluoréforo cuando ambos estan en estrecha proximidad. En gPCR, los apallantadores se utilizan en
sondas moleculares para inhibir la fluorescencia del reportero, cuando la polimerasa degrada la
sonda durante la amplificacion, el fluoroforo se separa del apantallador.

* Asintomatico: que no presenta sintomas. Esto no implica ausencia de virus.

* Bases nitrogenadas: componentes fundamentales de los acidos nucleicos. Existen dos tipos de bases
nitrogenadas: purinas (adenina y guanina); y pirimidinas (citosina y timina en el ADN y uracilo en el ARN).

e Canopia: enun parronal se refiere al conjunto de hojas, sarmientos y racimos de uva que conforman
la parte aérea de la planta.

e Capside viral: es la cubierta proteica que envuelve el material genético de un virus.

¢ Citoquininas: son un grupo de hormonas vegetales (fitohormonas) que tienen entre sus funciones
la division celular, el crecimiento de brotes, la formacion de raices entre otras.

¢ Condiciones in vitro: son las condiciones artificiales que se le entregan a una planta que esta siendo
cultivada in vitro (en un frasco estéril), para que esta pueda desarrollarse adecuadamente. Las condicio-
nes in vitro corresponden a temperatura, nutrientes, pH, hormonas de crecimiento, gases, entre otros.
* Control biologico: definido como el uso consciente de organismos vivos para el control de plagas.

Es unrecurso ecosistémico clave para la produccion sostenible de cultivos, en el cual se aprovechan
los enemigos naturales de estas para reducir sus danos.
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dNTPs: desoxirribonucleotidos trifosfatos. Bloques de construccion del ADN, compuestos por un
azlcar desoxirribosa, un grupo fosfato y una de las cuatro bases nitrogenadas: adenina (A), guanina
(G), citosina (C) o timina (T).

Desfosforilado: molécula a la que se le ha eliminado un grupo fosfato.
Diapausa: es una suspension en el desarrollo que puede ocurrir como embrion, pupa o adulto. En
algunas especies, la diapausa es facultativa y ocurre Gnicamente cuando es inducida por condiciones

ambientales; en otras especies, el periodo de diapausa es una parte obligatoria del ciclo de vida.

Dimorfismo: condicion de las especies animales o vegetales que presentan dos formas o dos as-
pectos anatomicos diferentes.

Dipteros: insectos con alas. Incluye grupos tan conocidos como las moscas y mosquitos, ademas de
muchos otros.

Eclosion; es el proceso mediante el cual los huevos rompen su envoltura para permitir la salida o
nacimiento del organismo.

Edafoclimaticas: las caracteristicas edafoclimaticas se refieren a factores ambientales que describen
las condiciones del suelo y del clima en un lugar determinado.

Enfermedad latente: es una infeccion viral que no causa ningln sintoma visible en la planta. El vi-
rus puede estar presente durante muchos anos sin causar ningdn dano. Sin embargo, el virus puede
transmitirse a otras plantas, pudendo activarse y causar sintomas bajo ciertas condiciones, como
el estrés o los cambios ambientales.

Enzima: molécula de naturaleza proteica que promueve o permite que tenga lugar una reaccion quimica.
Epitopos: regiones especificas de un antigeno que son reconocidas por los anticuerpos.

Epoca estival: estacion del verano.

Estilete: apéndice alargado y afilado que permiten al insecto perforar tejidos vegetales y succionar
fluidos.

Estructura de horquilla: estructura secundaria del ADN o ARN formada por el apareamiento de bases
complementarias dentro de una misma cadena.

Eucariotas: son un tipo de célula que se caracteriza por tener un nicleo definido y rodeado por una
membrana. Este ntcleo alberga el material genético de la célula, el ADN.

Explante: término que se utiliza para referirse a un pequefo trozo de tejido vivo que se extrae de
la planta que se cultiva in vitro.

Feromonas: sustancias producidas por los seres vivos; capaces de modificar el comportamiento del
individuo que las percibe, desencadenando una respuesta social.

Filodia: corresponde a la transformacion de los drganos florales en estructuras que toman la forma
de hojas. Este sintoma es causado por la infeccion de fitoplasmas.
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Filoxera: es un insecto hemiptero, originario de América del Norte, que se alimenta de las raices de
la vid provocando la muerte de la planta. A mediados del siglo XIX se convirtio en una de las plagas
mas devastadoras para los vifiedos de Europa.

Fision binaria: es un tipo de reproduccion asexual en la que una Unica célula madre se divide en dos
células hijas idénticas.

Fitofago: que se alimenta de materias vegetales.

Floema: tejido vivo de las plantas vasculares que transporta sustancias organicas e inorganicas de
una parte a otra de estos organismos.

Fluorescencia: emision de luz por parte de una molécula, llamada fluordéforo o fluorocromo.

Fluorocromo: molécula que emite luz cuando absorbe energia en forma de luz de una longitud de
onda determinada.

Fumagina: es una capa oscura que corresponde al crecimiento de varias especies de hongos, cuyo
micelio y esporas negras cubren la superficie de su planta hospedera. Estos hongos saprofitos no
infectan los tejidos del vegetal, por lo que el dano producido es mas bien de tipo cosmético. Sin
embargo, llega a tener efectos negativos en la fotosintesis, al bloquear directamente la luz. La fu-
magina puede ser un importante problema al presentarse como manchas sobre la fruta y vegetales,
disminuyendo su calidad y su precio.

Gemacion: es un tipo de reproduccion asexual en la que se desarrolla un nuevo organismo a partir de
una extension (brote) del organismo original. Este brote eventualmente se desprende y se convierte
en un individuo independiente, genéticamente idéntico al padre.

Gen: secuencia nucleotidica que contiene informacion genética de la planta y que codifica para una
proteina. Un gen contiene exones e intrones.

Genoma: es el conjunto completo de material genético de un organismo organizado en genes.
Incluye todas las secuencias de ADN o ARN que se encuentran en los cromosomas, asi como cual-
quier ADN extracromosomico, como el que se encuentra en las mitocondrias y los cloroplastos. EL
genoma contiene las instrucciones para construir y mantener las caracteristicas de un organismo,
y se transmite de padres a hijos a través de la reproduccion.

Guanosina: es un nucledsido compuesto por la base nitrogenada guanina unida a un azdcar ribosa
mediante un enlace glucosidico. Su estructura molecular sirve como base para la creacion de nu-

merosos farmacos antivirales.

Heterometabolo:es un tipo de desarrollo postembrionario en insectos, caracterizado por el progre-
sivo crecimiento de las alas a partir de unos pequenos esbozos alares, denominados pterotecas.

Hiperhidricidad: desarrollo excesivo de tejido acuoso en las plantas regeneradas. Esta condicion
puede afectar negativamente el crecimiento y la supervivencia de las plantas in vitro, ya que puede

provocar pudricidon, marchitamiento y otras anomalias fisiolégicas.

Holometabolo: también [lamado metamorfosis completa, es una forma de desarrollo de los insectos
que incluye cuatro etapas de vida: huevo, larva, pupa e imago (o adulto).
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Hospedero: es una planta viva en la cual un virus se replica.

Indexacion biologica: es una técnica de diagndstico que utiliza plantas indicadoras para detectar
la presencia de virus en material vegetal. Se basa en la sensibilidad de ciertas especies herbaceas
o lefiosas frente a un virus determinado, por lo cual la planta indicadora desarrolla sintomas espe-
cificos que pueden ser utilizados para identificar el virus.

Linfocitos: tipo de globulo blanco involucrado en la respuesta inmunitaria, incluyendo la produccion
de anticuerpos.

Manejo integrado: es la utilizacion de todas las técnicas de tratamiento y manejo disponibles, que
permite mantener a las poblaciones plaga bajo el nivel de dano econdomico, protegiendo la salud
humana y cuidando el medioambiente.

Marco de lectura abierto (ORF): es una secuencia de nucledtidos en el ADN o ARN que tiene el
potencial de ser traducida a una proteina.

Metabolismo: es un conjunto de reacciones quimicas que ocurre en las células y su funcion es sin-
tetizar o degradar sustancias con el fin de que el organismo pueda funcionar y desarrollarse.

Metagenomica: estudio de todo el material genético en una muestra. La metagenomica permite
analizar la diversidad genética de comunidades de microorganismos completos, proporcionando
informacion sobre su composicion, funcion y evolucion.

Meristema: es un tejido vegetal formado por células indiferenciadas con una alta capacidad de
division celular. Estas células son responsables del crecimiento continuo de las plantas.

Micrografting: es una técnica que combina el cultivo de tejidos vegetales y métodos de injerto
tradicionales. Consiste en injertar plantas que se encuentran en cultivo in vitro, por lo que se debe
realizar bajo condiciones asépticas.

Millerandage: fenomeno que ocurre en los racimos de uva, caracterizado por la presencia de granos
de diferentes tamafos y grados de madurez dentro del mismo racimo.

Muda: en nematodos es el proceso bioldgico mediante el cual estos pequenos gusanos se desprenden
de su cuticula—una especie de exoesqueleto— para poder crecer.

Mutaciones somaclonales: son cambios genéticos que ocurren en las células somaticas. En el con-
texto del cultivo in vitro, estas mutaciones se producen en las células vegetales que se cultivan en
condiciones artificiales en un laboratorio. Estas mutaciones pueden ocurrir debido a que el cultivo in
vitro expone a las células vegetales a condiciones de estrés que no se encuentran en la naturaleza.

Neuropteros: insectos que pertenecen al orden Neuroptera (que significa alas con nervios). Es
un grupo de insectos de distribucion mundial que presenta su maxima diversidad en las areas

tropicales.

Ninfa: es una etapa inmadura en el desarrollo de ciertos insectos. La ninfa tiene una forma similar
a la del adulto.

Open gable: tipo de estructura de soporte para las vides (sistema de conduccion).
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Oviparos: que nacen de huevo.

Ovipostura: proceso de puesta de los huevos en un sitio adecuado para su eclosion, desarrollo lar-
vario y emergencia hasta adulto.

Ovisaco: cavidad o estructura en el ovario que contiene o en la cual se depositan los huevos, comin
eninsectos de algunas familias del orden Hemiptera. Los ovisacos protegen los huevos de condiciones
ambientales adversas y del ataque de hongos.

Partenogénesis: proceso reproductivo en el que los huevos se desarrollan en individuos completos
sin la necesidad de fertilizacion por un macho.

Partidor: secuencia corta de ADN o ARN que define los puntos inicial y final del proceso de am-
plificacion del ADN. También se conocen como cebadores. Son esenciales en la PCR, pues se unen
regiones especificas de la secuencia de ADN objetivo, guiando a la enzima polimerasa para iniciar
y extender la reaccion de sintesis de ADN.

Patogeno: microorganismo que causa una enfermedad en su huésped.

Phylum: es un rango taxonomico importante en la clasificacion bioldgica de organismos. Se encuentra
bajo el taxon Reino y sobre el taxén Clase.

Planta madre: es una planta de la cual se toman esquejes u otros propagulos para crear nuevas plantas.
Esta planta suele estar sana y tiene rasgos deseables que se desean replicar en las nuevas plantas.

Plantas indicadoras: especies vegetales que son sensibles a un virus especifico o a un grupo de
virus relacionados.

Pleomorfica: término utilizado en biologia e indica maltiples formas. En el contexto de células indica
que estas tienen distintas forma y tamanfos.

Poliadeninas: es una cadena de nucleotidos de adenina que se afiaden al extremo 3’ de un ARN
mensajero. En el genoma de un virus, las poliadeninas, también llamadas colas Poli-A, tienen como
funcion proteger al genoma viral de ser degradado por las enzimas celulares.

Poliproteina: por definicion, es una cadena polipeptidica grande y Gnica que se sintetiza a partir
de una molécula de Acido ribonucleico mensajero (mARN). En el contexto de la virologia, es una
estrategia que utilizan los virus para traducir el ARN viral y, luego, mediante proteasas virales, se

escinde en proteinas funcionales individuales.

Pupa: es el estado por el que pasan algunos insectos en el curso de la metamorfosis que los lleva
del Gltimo estado de larva al de imago o adulto.

Prevalencia: es la proporcion de individuos de una poblacion vegetal que estan infectados con un
virus especifico en un momento determinado. Se expresa como un porcentaje.

Primordio foliar: es la primera etapa en el desarrollo de una hoja, que alin no ha alcanzado su forma
y tamafo definitivos. Se observa como un abultamiento o protuberancia en el meristemo apical.

Procarionte: organismo unicelular que carece de nacleo definido y organelos membranosos.
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¢ Reactividad cruzada: fendmeno en que un anticuerpo se une de forma erronea a un antigeno es-
tructuralmente similar, pero no idéntico al que fue disenado para reconocer.

* Region conservada: es una secuencia de nucleotidos del genoma viral que se ha mantenido relati-
vamente sin cambios a lo largo del tiempo evolutivo. Esta region se ubica normalmente en el sector
3" del genoma viral.

* RFLP: sigla de la palabra en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism, que es una técnica
utilizada en biologia molecular para estudiar variaciones en secuencias de ADN homologas entre
diferentes individuos, poblaciones o especies.

* Reportero: en el contexto de la PCR cuantitativa (qPCR), un reportero es una molécula fluorescente
que se utiliza para detectar y cuantificar la amplificacion del ADN.

* Sales caotropicas: compuestos quimicos que pueden desnaturalizar proteinas y acidos nucleicos.

* Secrecion ostiolar; secrecion generada por los chanchitos blancos, la que se relaciona con procesos
de proteccion o defensa.

* Silenciamiento génico: proceso celular por el cual se inhibe la expresion de genes endogenos y
ex0genos.

* Sindrome: conjunto de sintomas que ocurren juntos en un hospedero y que indican una enfermedad
en particular.

¢ Sintoma: manifestacion que realiza la planta en cualquiera de sus estructuras, cuando tiene una
infeccion. Los sintomas causados por el virus pueden ser mosaicos, deformaciones, necrosis, ena-
nismo, clorosis, entre otros.

* Sintoma de escobas de brujas: corresponde a una proliferacion de brotes adventicios o axilares
causados por la presencia de fitoplasmas.

* Sistema de canopia horizontal: es un método de conduccion de la planta que busca distribuir el
follaje de manera horizontal, en oposicion a los sistemas verticales mas tradicionales. Esta confi-
guracion tiene como objetivo optimizar la captura de luz solar, mejorar la ventilacion y facilitar las
labores culturales en el vifiedo, por ejemplo, el parron espanol o pérgola.

* Sistema de certificacion de plantas: es un programa que esta disefiado para garantizar que las
plantas cumplan con ciertos estandares de calidad, sanidad e identidad varietal.

* Tampon: solucion que resiste los cambios de pH, utilizada para mantener condiciones estables en
experimentos biologicos.

* Traduccion: es el proceso mediante el cual el virus genera proteinas utilizando la informacion genética
contenida en su genoma. El virus logra este proceso usando la maquinaria metabolica del hospedero.

* Transcriptasa reversa: enzima de tipo ADN-polimerasa cuya funcion es sintetizar ADN de doble
cadena, utilizando como templado una molécula de ARN.
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Transmision semipersistente no circulativa: es un tipo de transmision viral en la que el virus se
adhiere al estilete del insecto vector durante la alimentacion y luego se inocula mecanicamente en
la siguiente planta de que se alimenta el insecto. El virus no se replica dentro del insecto vector y
solo se transmite por un periodo de tiempo limitado, generalmente de unos pocos dias a unas pocas
semanas.

Variedad: una variedad botanica es una subcategoria taxondmica que agrupa a plantas de una misma
especie que comparten caracteristicas morfoldgicas o genéticas particulares.

Variedades apirenas: variedades que no tienen semilla o que contienen una semilla rudimentaria.
Variacion somaclonal: modificaciones en el ADN de células regeneradas en cultivos in vitro. Estas
modificaciones pueden ser mutaciones puntuales (cambios en un solo nucleétido de la secuencia
de ADN), deleciones (pérdida de uno o mas fragmentos de ADN), duplicaciones (ganancia de uno o

mas fragmentos de ADN) o rearreglos cromosdmicos (cambios en la estructura de los cromosomas).

Vinificacion: son los procesos mediante los cuales el jugo de la uva, conocido como mosto, se
transforma en vino.

Virescencia: corresponde a la transformacion de los drganos florales en hojas. Por lo tanto, pierden
los pigmentos normales.

Virus emergente: es un virus que tiene como caracteristicas el haber aparecido recientemente, y
aumentar notablemente su incidencia y diseminacion a diferentes areas geograficas.

Vitrificacion: es una técnica de enfriamiento rapido que transforma el material vegetal en un es-
tado vitreo y no cristalino para preservar la integridad celular, y evitar dafios durante el proceso de
congelacion. Este estado vitrificado minimiza la formacion de cristales de hielo, que pueden alterar

las estructuras celulares y provocar la muerte celular.

Viviparos: dan a luz a crias vivas en lugar de poner huevos.
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